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Die deutschen physiologisdhhien Chemiker haben eine eigene, dic 


Deutsche 
Physiologisch-chemische Gesellschaft‘ 


gegriindet, deren Satzung das Ministerium bereits genehmigt hat. 


Bisher gehérten sie der Deutschen Physiologisdien Gesellsdiaft. an und 
tagten mit den Physiologen zusammen sowohl auf den deutsdien wie inter- 
nationalen Kongressen. Wahrend jedodi in den anderen grofen Kultur- 
landern schon lange besondere Gesellsdiaften fair die Physiologen diemisdier 
Ridhtung bestehen (biodiemical society, Société de Chimie biologique usw. , 
gab es in Deutsdiland nod nidits Lntsprechendes. 


Nadi einstimmigem Besdilut} der deutschen Physiologen auf der bt rank- 
furter Fagung im Jahre 1927 soll die Physiologiscdie Chemie der Physiologic 
in jeder Beziehung als gleidibereditigt an die Seite gestellt werden. Denn 
dieses Gebiet hat sid) durdh seine spezielle Methodik und seine Probleme 
von den widitigsten anderen Veilen der Physiologie weit entfernt und ver- 
selbstandigt. Zudem hat die pliysiologisdie Chemie wahrend des Krieges 
besondere Aufgaben zu lésen, und die Nadikricyszeit wird ihr neue stellen. 
Dieser Tatsadie wurde schon bisher in den Sitzungen Redinung getragen 
und verschiedene Vortraysreihen nebeneinander cingeriditet. so dat} audi 
auferlid) von dieser ganzen Anordnung bis zu einer wirklidhen Abzweigung 
nur nod) ein sehr yeringer Sdiritt war. 


Is besteht aber die Absidht. die enge Fihlung zur Physiologischen 
Gesellschaft beizubehalten und woméclid) gleidyveitig mit ihr oder nad) ihr 
zu tagen, wie das andere Gesellscdiaften audi schon getan haben. Dem- 
entsprechend hoffen die physiologisdien Chemiker auch auf eine rege Be- 
teiligung der Physiologen anderer Riditung sowie jener Chemiker, die an 
den naturwissensachaftlidien Fakultaten, den Kaiser Wilhelm-Instituten und 
in der Industrie in biologischer Riditung arbeiten, Gberhaupt aller Mediziner 
und Biologen, die sid: fiir physiologiscdhe Chemie interessicren. 


Die Neugriindung erfolgt in vollem Linverstandnis mit dem bisherigen 
gweiten Vorsitzenden, der die physiologischhe Riditung im Vorstand der 
Physiologischen Geselischaft vertrat. 

Anmeldung von Mitgliedern nimmt der unterzeidinete Vorstand eni- 


yegen. 
bt. Knoop (Tibingen, Gmelinstratie S 


Dy. Ackermann (Wirzburg. Koellikerstratte 2) 
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Uber die Spaltung von d-Leucyl-glycyl-glycin 
und d-Leucyl-glycin 
Von 
Lucie Ahistrém, Hans y. Euler und Bertil Higberg 


Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Vitamin-Institut der Universitat Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1942) 


Nachdem die bekannten Beobachtungen von Kégl und Erx- 
leben?) iiber das Vorkommen von d-Aminosiuren in 'umorgeweben 
der biochemischen Krebsforschung wertvolle und wirksame An- 
regungen gegeben hatten), wurde das Auftreten von d-Peptidasen 
in tumorkranken Organismen vielfach zum Gegenstand enzymatischer 
Untersuchungen gemacht. In diesem Institut hat B. Skarzynski 
bereits 1939, zuniichst an Jensen-Sarkomen, die Hydrolysier- 
barkeit der d,l-Formen von Dipeptiden untersucht und festgestellt. 
daB d-Alanylglycin und d-Leucyl-glycin durch Extrakte der Jensen- 
Sarkome nicht gespalten werden *). Bald darauf hat Waldschmidt- 
Leitz die bemerkenswerte Behauptung aufgestellt, daB die Pepti- 
dasen im Serum Geschwulstkranker — im Gegensatz zu den Peptidasen 
in Normalseren — die enzymatische Hydrolyse von racemischeu 
Peptiden ohne sterische Auswahl durchfiihren. ,.[m Serum Ge- 
schwulstkranker finden sich also Peptidasen mit abgewandelter 
sterischer Spezifitiit*, Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer 
haben Versuche angegeben, welche diese Behauptung zu_ be- 
weisen schienen. 

Die genannte Untersuchung von Waldschmidt-Leitz und 
Karl Mayer betrifft mehrere wichtige Probleme: Sie stellte 


) Kégl ue. Erxleben, Diese Z. 258, 57 (1939). 

) Uber die Kiglseche Theorie der Krebsentstehung und iiber die 
sich daran anschlieBende Literatur vgl. Euler u. Skarzynski, Biochemie 
der Tumoren, Enke, Stuttgart 1942, 8S. 72—-79; vel. auch Koégl, Naturw. 30, 
16 (1042). 

) Skarzynski, Sv. Vet. Akad. Ark. Kemi 15, Nr. 13 (1939). 

‘) Waldschmidt-Leitz u. Karl Mayer, Diese Z, 262, [IV (1939 40). 
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zuniichst eine chemische Krebsdiagnose auf rationeller Grundlage 
in Aussicht. Unabhiingig davon erschienen die Resultate der 
cenannten Autoren iiber das Auftreten von d-Peptidasen nach 
Injektion von d-Peptiden') bemerkenswerte Beitriige zu dem be- 
sonders von Abderhalden lange bearbeiteten Problem der Schutz- 
ind Abwehrenzyme?) zu liefern. 

Was den diagnostischen Wert des Nachweises der d-Peptid- 
Spaltung durch Serumproben betrifft, so hiingt derselbe davon ab, 
ob die d-Peptidasen 1. ausschlieBlich in carcinomatiésen Seren 
auftreten und 2. ob sie in diesen regelmiiBbig vorkommen. 

In dieser Hinsicht ist im Laufe von 2 Jahren in zahlreichen 
Arbeitskreisen ein sehr groBes Versuchsmaterial gesammelt worden, 
allerdings an verschiedenen Substraten. Ein wesentlicher Teil 
der Versuche bezog sich auf d-Dipeptide und zwar meist aut 
d-Leucyl-glycin. Mit diesem Substrat wurden auch die friiheren 
Versuche unseres Instituts angestellt*, und zwar wurden hier 
untersucht: 

a) menschliche Carcinomseren, 

b) Seren von Jensen-Sarkom-tragenden Ratten, 

c) Seren von Brown-Pearce-Kaninchen. 


Da mit diesen Seren in der Regel nur kleine Effekte in langen 
Versuchszeiten erhalten werden, haben wir von vornherein be- 
sonderes Gewicht auf die Sicherheit der experimentellen Fest- 
stellung gelegt, und haben deshalb in den meisten Versuchsreihen 
den Spaltungsgrad nach mehreren Zeitintervallen, also den Spaltungs- 
verlauf ermittelt und zwar gleichzeitig 3 Methoden verwendet. 
niimlich 1. die acidimetrische Titration in alkoholischer Liésung 
nach Willstatter-Waldschmidt-Leitz, 2. die Formoltitration 
nach Sérensen und 3. die Bestimmung des Aminostickstofis nach 
van Slyke. | 

Was die menschlichen Carcinomseren betrifft, so waren die 
an d-Leucyl-glycin gewonnenen Ergebnisse iiberwiegend negativ, 
wenn auch nach lingeren Zeiten einige deutliche Spaltungen be- 
obachtet wurden. Mit Seren von Jensen-Sarkom-Ratten wurde 
nie eine d-Leucyl-glycin-Spaltung beobachtet, dagegen fanden wir 


) Waldschmidt-Leitz, Karl Mayer u. Hatschek, Diese Z. 263. 
T (1940). 

*) Abderhalden, Abwehrfermente. Berlin, Springer, 6. Aufl. 1941. 

*) Wir verdanken die zu einer groBen Anzahl von Versuchen ver 
wendeten Priparate von d-Leuecyl-glycin, d,l-Leueyl-glycin und d-Leucin der 
Firma F. Hoffmann-La Roche in Basel. ; : 
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eine solche Spaltungsfihigkeit in den meisten Seren von Brown- 
Pearce-Kaninchen. An normalen (nicht carcinomatésen) Menschen- 
seren wurden in vereinzelten Fiillen d-Leucyl-glycin-Spaltungen 
nachgewiesen. Bei den sehr Jangen Versuchen ist die Méglich- 
keit einer Infektion immerhin in Betracht zu ziehen. 

Unsere Ergebnisse stehen mit denen anderer Institute insofern 
in wesentlicher Ubereinstimmung als nirgends bei eingehender 
Priifung eine regelmiibige d-Dipetid-Spaltung konstatiert werden 
konnte. Maschmann!) ist der Ansicht, dai die d-Peptid-Spaltung 
gar nichts mit Krebs zu tun hat, sondern eine dem Peptidasen- 
System normaler Organismen innewohnende Fiahigkeit ist. 

3ayerle!*) hat bei seinen zahlreichen Versuchen iiberhaupt 
niemals eine Spaltung des d-Dipeptids erhalten, weder durch 
Seren normaler noch carcinomatéser Menschen. EK. und R. Abder- 
halden untersuchten Glycyl-d-leucin und d-Alanyl-l-tryptophan 
ohne eine Spaltung nachweisen zu kénnen. Willstaedt?) unter- 
suchte 11 cancerése Sera und fand nur in 5 Fallen Spaltung von 
d-Leucyl-glycin. Eine Spaltbarkeit von d-Leucyl-glycin durch 
krebsfreie Seren wurde nur in 1 Fall (von 13 untersuchten) gefunden. 

Fruton, Irving und Bergmann’) fanden mit Tumorextrakten 
keineswegs regelmiibig Spaltung von d-Dipeptiden. Bemerkenswert 
ist in diesem Zusammenhang, daf schon friiher Bergmann und 
Mitarb.*) d-Dipeptidasen in Hefe und in Glycerinextrakten aus 
Darmschleimhaut fanden. 

Vor einiger Zeit haben Herken und Erxleben®) zur Priifung 
der Spaltung racemischer Peptide nach dem von Krebs®) ange- 
gebenen Prinzip eine manometrische Methode eingefiihrt, bei welcher 
das abgespaltene d-Leucin mit Hilfe von d-Aminosiiureoxydase 
bestimmt wird. Die hierzu verwendete d-Aminosiiureoxydase wurde 
aus Nierengewebe nach Krebs dargestellt. Mit dieser Methodik 
haben Herken und Erxleben die Npaltung eines d,l-Tripeptids, 
niimlich des d,l-Leucyl-glycyl-glycins, studiert, und fanden zuniichst 


' Maschmann, Naturw. 29, 518 (1941). 

1) Bayerle u. Podloucky, Z. Krebsforsch. 50, 220 (1940); Diese Z. 
264, 189 (1940); Bayerle, Borger u. Podloucky, Biochem. Z. 307, 341 
(1941). Daselbst auch Versuche mit d-Leucyl-glyeyl-glycin. 

*) Willstaedt, Enzymologia 9, 265 (1941). 

‘) Fruton, Irving u. Bergmann, J. of Biol. Chem. 132, 465 (1940). 

4) Bergmann u. Mitarb., J. of Biol. Chem. 109, 325 (1935). 

*) Herken u. Erxleben, Diese Z. 264, 251 (1940); 269, 47 (1941); 
270, 201 (1941). 

*) Krebs, Biochemic. J. 2% 1620 (1935). 
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eine gewisse Spaltung des chemisch und optisch reinen d-'Tripeptids 
durch carcinomatése Seren. 

Diese von Herken und Erxleben verwendete Methodik 
stellt eine wertvolle Ergiinzung der fritheren Bestimmungsmethoden 
dar. Ihr Wert besteht in erster Linie darin, dab sie gestattet. 
kleine Spaltungsgrade wie sie bei der Verwendung carcinomatiser 
Seren oft auftreten mit verhiltrismiBig groBer Genauigkeit nach- 
zuweisen. 

Da bei den an Leucyl-glycin angestellten Versuchen keine 
endgiiltigen einheitlichen Ergebnisse gewonnen worden waren, 
versuchten wir an diesem Substrat durch die Anwendung der 
manometrischen Methodik eine Entscheidung zu gewinnen. 


Zur Versuchsmethodik 


Die yon uns verwendeten Menschenseren stammten aus Blutproben, 
die mit einer sterilen Kaniile der Armvene entnommen waren. Die Ratten- 
seren dagegen waren nicht unter sterilen Bedingungen gewonnen; sie 
stammten von Ratten, die durch Dekapitieren geschlachtet worden waren. 
Fiir die Versuche wurden bei 150° sterilisierte Glasgeriite verwendet, die 
Reagenzgliser mit den Versuchslésungen wurden in iiblicher Weise durch 
Wattestopfen verschlossen. Die Substratldsungen wurden durch Losen des 
Peptids in sterilem Wasser bereitet, die tibrigen Losungen: Puffer, Wasser, 
und 0,9°/, Kochsalzlésung waren 11, Stunde bei 100° sterilisiert worden, 

Fiir jede manometrische Bestimmung wurden 2 ccm Versuchslésung 
verwendet. Das p,,; der Probe wurde yor der Bestimmung durch elektro- 


metrische Messung kontrolliert und je nach Bedarf in den Kochsalzan 
siitzen — dureh Zugabe yon m/15 Phosphatpuffer aut py = 7,4 gebracht. 
) 


2 ccm der Probe wurden danach in das Reaktionsgefiib iibergetiihrt. Dieses 
enthielt im Einsatz 0,2 cem 10°/,ige KOH, im Anhang 0,5 cem Enzymlésung, 
die nach der Vorschrift von Krebs?) aus Schaf- oder Schweinsniere bereitet 
worden war. Die Reaktionsgefiibe wurden sodann unter gelindem Schiitteln 
im Thermostaten bei 37,5° 5 Minuten lang mit Sauerstotf durchstrémt und 
nach dem Fiillen mit Sauerstoff zum Druckausgleich geschiittelt. Der Druck 
wurde dureh Ablesungen jede 5. Minute kontrolliert; der Ausgleich nahm 
in der Regel 20 Minuten in Anspruch. 

Hierauf erfolgte die Zugabe des Enzyms yom Ansatz in das Haupt 
gefiib. Die weiteren Ablesungen wurden in Zeitabstiinden yon 20—30 Minuten 
gemacht. 

Die Aktivitiit der Enzymlésungen wurde stets dureh Versuchslisungen, 
welche eine bestimmte Menge d-Leucin enthielten, kontrolliert. 

Die Formoltitration nach Sérensen-Northrop wurde wie friiher?) 
elektrometrisch ausgefiihrt. 


1 


') Krebs, Biochemie. J. 29, 1623 
Diese Z. 269, 54 (1941). 


*) Euler, Ahlstrému. Higberg, Deutsch. med. Wschr. 1940. 1080. 


(1935); vel. Herken u. Erxleben, 
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1. Versuche mit Leucyl-glycin 


Unsere manometrischen Versuche beziehen sich auf normales Menschen- 
serum und menschliches Carcinomserum. Die mit dieser Methodik erhaltenen 
Ergebnisse wurden mit den Resultaten der Formoltitration verglichen. Um 
ein Bild von der Sicherheit der verwendeten Methodik zu geben, fiihren 
wir die einzelnen Beobachtungen austiihrlich an (Versuche 1—-4). 


Ai | 


Versuch 1. Spaltung von d,l-Leueyl-glycin durch Carcinomserum 


Serum yon einem miinnlichen Cancerpatienten (F. A. S. 71 Jahre), cancer 
ventriculi stenosans, inoperabilis. Krankenhaus Sabbatsberg. 


Versuchslésungen: 


1. 2cem Serum, 4 cem HO, 4 ¢cem 0,9° ,ige NaCl-Lisung. Dieser An- 
satz diente als Thermobarometer fiir Versuch 2. 

2. 2cem Serum, 4cem m/10-d,1-Leueyl-glycin, 4 cem NaCl-Lésung. 
2 ccm dieser Lésung enthielten 0,560 mg d-N. 

3. 2 ecm Serum, 4 c¢em H,O, 4 ¢em m,15-Phosphatpuffer py 7,9. Dieser 
Ansatz diente als Thermobarometer fiir Versuch 4 und 5. 

4. 2cem Serum, 4eem m,10-d,1-Leucyl-glycinlésung, 4cem Putter py 7,4. 
2cem enthielten 0,560 mg d-N. 

Dd. 2eem Serum, 4 ecm m 100-d-Leucin, 4c¢em Putter pq 7,9. 2 ¢em 
enthielten 0,112 mg d-N. 

Die Versuchslésungen 1 und 2 standen 40 Stunden bei 30°, 3, 4 und 5 
bei 37,5°. Im iibrigen die gleichen Versuchsbedingungen wie vorher. 


Nach 40 Stunden 




















Min. nach ) 9 - 
Enzymzugabe = ; 
0 14,85 14,85 14,90 15,13 14,50 
15 15,29 44 | 15,0999 I 15,33 +43 | 1541-29 ao bt! 
35 15,25 ~ 4 | 15,10 +05 | 15,65 +932 | 15,537 920 [19,69 - B54 
55 15.107 049 14.787 O1¢ 15,28 i 37 15.23 + 0,07 11.397 0.84 
95 14,92 — 918) 1499-40] 1499-979 | 14 g2— 0821 9 09 — 1,8] 
120 14,85 ~ 97 | 1399-914 J 14 99197 1 4 49-9008 | g.g5 0:25 
140 14,9099} 13.99 -9 14] 1499-42 144 10F9%! | 799-999 
165 14,69 ~ 21] 13.31 — 81 13 97-042] 19 95 HOLT 7 49 +902 
180 14,71 +49? F 13 49 +97 | 13 97-9181 13 53-9097 7 39—0,01 
©,-Verbrauch in emm. . 13,1 14 63,9 
Nach Multiplikation 
mit der GefiiBkonst. . . 23,97 5,24 74,76 
at ae 0,0300 0.0066 0.0935 
Peptidspaltung s & ~ 4 4 5,4 9/, 12°. wef, $3,5 i 
Formoltitration . . . . . 20 °/, 19°, Leucin 
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Versuch 2. Spaltung von d-Leueyl-glycin durch normates 
Menschenserum 


Serum von einer gesunden Frau (L. A.). 
Versuchslésungen: 


1. 2cem Serum, 4eem H,O, 4¢em NaCl-Lésung. Dieser Ansatz dient 
als Thermobarometer fiir Versuch 2 und 3. 

2. 2cem Serum, 4 cem m/20-d-Leueyl-glyeinlésung, 4ccem 0,99) Na 
Lésung. 2cem der Lésung enthielten 0,560 mg d-N. 

3. 2cem Serum, 1 ecem m/100-d-Leucinlésung, 7 cem NaCl- Losune 
2 ecem Versuchslisung enthielten 0,025 mg d-N. 


4. Wie 1., statt NaCl-Lésung m/15-Phosphatputfer p,,; 7,9. 


Oe? Tees , 7,9. 
_ 2 a = is i ae SS 
Versuchslésung 4 diente als Thermobarometer fiir Versuch 5 und | 


Die Versuchslésungen 1, 2 und 3 standen 64 Stunden im Thermostaten 
bei 30°, die Lésungen 4, 5 und 6 bei 37,5°. Nach dieser Zeit wurde 
den Versuchslésungen 1, 2 und 3 das py (6,4, 6,8, 6,6) durch Zugabe vou 
m-15-Phosphatputfer auf 7,4; 7,8 bzw. 7,6 gebracht. Die Loésung 2 enthielt 
nach der Pufferzugabe 0,509 mg d-N fiir 2cem, Lésung 3:0,0254 mg d-N. 

Die Desaminierung erfolgte bei 37,5°. Im iibrigen die gleichen Be 
dingungen wie friiher. Der bei diesem Versuch verwendete Fermentextrakt 
war aus Schweinsniere bereitet worden. 


Nach 64 Stunden 























Min. nach 9 ‘ “ 
Enzymzugabe 7 
0 14,48 15,80 14,50 14,65 14,18 14,28 
20 14,30 ~ 918 115,08 — 4 J13,53-9? t14,55 — 9119 f13 19-989 [19 gg — 14 
60 13,55 ~ 9 113.95 — 935 H19 63-919 113 99-969 111 9g 999 11 59 OH 
95 13,29 ~ 9:6 113 99-69 I19 15 — 92" 113 58-93? 111 927965 111 99-9 
120 12,99 — 9:30 T1949 9:30 11 1 7g — 9:08 113 99 — 9:38 119 59-814 frog FO" 
150 12,67 7992 111,95 7913 az 8 fy2.g97 931 ho99 7819 [10.g3 +O 
170 «= f2,70F 9 ha 95-9 FF tir 50 © — fa.sa7 97 T 9.95 +902 ho 55-0 
180 12,69 ~ 99! f13,.71 - 918 
200 12,61 ~ 998 }1 1,79 +904 
,-Verbrauch in cmm . 22,3 12,2 24,0 14,4 
Nach Multiplikation 
mit der GefiiBkonst. . 32,56 17,81 33,6 23°94 
a re 0,0407 0,0223 0.0420 0,02) 
Peptidspaltung ... . 8,0°, | gef. 87,7%/, (50), ef. 106.8 
Formoltitration . . . . OR Oy a Leuein G27}. Leuci 
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Versuch 3. Spaltung von d-Leucyl-glycin durch normales 
Menschenserum 


Wiederholung yon Versuch 2 mit dem gleichen Menschenserum. 


Versuchsl6sungen wie in Versuch 2 


Losung 1, 2 und 3. standen 40 Stunden im Thermostaten bei 30 
Losung 4, 5 und 6 bei 37,5°. Nach dieser Zeit wurden die Lésungen 1, 
und 3 (py, 6,60, 6,78 und 6,59) durch Pufferzusatz auf py 7,09, 7,37 und 7,7¢ 


sebracht. Ubrige Versuchsbedingungen wie vorher besehrieben. 


Nach 40 Stunden 





» 


Losung 2 Lésung 3 Lésung 5 Losung 6 
0,-Verbrauch (¢mm) ]21,46 4,23 Di,l 23 68 
mg d-N .... .| 0,0268 0,0215 0,0464 0,0296 


Entsprechend. . . | 5,3°, Spltg.[85,0°/, Leuein] 8,3°), Spltg.J105,7°), Leucin 


> 


Formoltitration . .{11,0°/, _,, ru" 














Versuch 4. Spaltung von d-Leucyl-glycin durch Carcinomserum 


Serum von einem Cancerpatienten (O.) Cancer hepatis?. Krankenhaus 
Sabbatsberg. Vgl. Versuch 26. 


Versuchslésungen wie in Versuch 2 


) 


Die Versuchslésungen 1, 2 und 3 standen 40 bzw. 64 Stunden bei 30 
die Liésungen 4, 5 und 6 bei 37,5". Nach dieser Zeit wurden die Lésungen 
1, 2 und 3 (py 6.48, 6,35 und 6,55) mit m/15-Phosphatputfer py 7,9 versetzt 
und so auf py 7,07, 7,07 und 7,04 gebracht. Lésung 2 enthielt nach dem 
Putferzusatz 0,509 mg d-N per 2cem, Lésung 3 0,0254 mg d-N. Die Des- 
aminierung wurde unter den gleichen Bedingungen ausgefiihrt wie vorher. 


Nach 40 Stunden 





Lésung 2 Lésung 3 Losung 5 Lésung § 
O,-Verbrauch (emm) | 9,95 17,23 15,4 16,13 
mg d-M. ... «= « poise Q,0215 O,O193 0,0202 


Entsprechend . . .|2,4°9 Spltg.[$4,6°,, Leucin] 3,4°/, Spltg.|72,1°), Leucin 


( ay o 











Fornoltitration . .4}92°, 3; 13,0", 


ss 





Nach 64 Stunden 





Loésung 2 Lésung 3 Lésung 5 Lésung 6 
O,-Verbrauch (emm) [41,32 19,71 54,6 19,9 
me 6-5. «6 = se os 0,0246 0,0683 0,0249 


Entsprechend . . . J10,2°), Spltg.}96,9°), Leuein] 7,2°), Spltg.J88,9° , Leuein 








Formoltitration . . 416.5%), 13,0° 
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Die Zusammenfassung der Versuche 1—4 zeigt, dab den 
Formolversuchen zufolge eine Spaltung von d-Leucyl-glycin in 
den Seren 2, 3 und 4 stattfindet. Den manometrischen Messungen 
nach ergeben siimtliche Seren sowohl mit d,I- wie mit d-Leucyl- 


glycin eine Spaltung. Jedoch finden wir bei Kontrollversuchen 
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n/50-d-Leucyl-glycin: wiederholter Enzymzusatz 


ohne Serumzusatz bzw. mit Zusatz von normalem Rattenserum 
ebenfalls eine Spaltung von d,l- bzw. d-Leucyl-glycin und zwar 
ungefihr von der gleichen GréBenordnung. Dies zeigen die Ver- 
suche 5—12, sowie die dazu gehdérige Fig. 1 und 2. 


Kontrollversueh mit den als Substrat verwendeten 


Peptiden 


Versuch 5. 


Bei diesen Versuchen wurden Wasserlésungen verwendet. 
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Lésung 1: 1,5 cem Phosphatputter py 7.4, | cem H,O. Dieser Ansatz 
diente als Thermobarometer. 

Lisung 2: 1,5 ¢em Puffer, 0,75 cem m 100-d-Leucin. 2 ¢cem enthielten 
0.028 mg d-N. 

Losung 3: 1,5¢em Puffer, 1 ¢em m/20-d-Leucyl-glycin. 2cem enthielten 
0.560 mg d-N. 

Losung 4: 1,5 ¢em Putter, 1 cem m,10-d,1-Leueyl-glyein. 2c¢em ent 
hielten 0,560 ing d-N. 

Versuchsbedingungen bei der Desaminierung wie vorher. Versuchs 
dauer 260 Minuten. 














Lésung 2 Loésung 3 Losung 4 
©,-Verbrauch in ¢mm. 24,24 52,92 28,1 
Vj a 0.0303 0.0659 0,035 
iff _ 0 ; I . 7 . 
Entsprechend ... . 108,0°), Leucin | 11,7 °/, Spaltg. 6,3 °') Spaltg. 
T T T T 





anon (i? mn- d- Leucyl- oycin 
oocee-- 004 m s - Leucin 





SuSSSRsRsss 


cmm 0, 











0 HO [60 [80Mr, 


Fig. 3 


Versuch 5a. Wiederholung vou Versuch 5 


Zusatz von Thymol. Nach 140 Minuten war das d-Leueyl-glycin zu 
7,1°) gespalten, das d,l-Leucyl-glycin zu 2,9°, 


Wiedergefunden d-Leucin 101,0°),. 


Versuch 6. Wiederholung vou Versuch 5 
Versuchslésungen : 
1. 1,5 cem H,O, 1 cem Phosphatpuffer p;, 7,4 (Thermobarometer). 


2. 1,25 cem H,O, 1 cem Phosphatpuffer pg 7,4, 0,25 cem m 100 d-Leucin 
2 ccm dieser Lésung enthielten 0,028 mg d-N. 
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3.0.5 eem H,O, 1 cem Phosphatpuffer py 6.4, 1 ecm im 20 -d-Leuey!- 
elyein. 2cem dieser Lisung enthielten 0,560 mg d N. 
Nach 120 Minuten war d-Leucyl-glycin zu 78°), gespalten worden. 
Wiedergefundenes Leucin 107° 
Versuch 7. Wiederholung von Versuch 6, jedoch etwas stiirkere 
Pufferkonzentration 


Versuchslisungen: 


1. 2ecem H,O, 3 cem m 10-Phosphatpuffer py 7,4 (Thermobarometer). 
2, 2cem m 20-d-Leucyl-glyein, 3 cem Phosphatpuffer py 7.4. 2 cern 
dieser Lésung enthielten 0,560 mg d-N. 

3. 0.5 eem m/100-a-Leuein, 1,5 cem H,O, 3 ecem Putter. Zusatz von 
Thymol. 

Nach 120 Minuten war das d-Leucyl-glyein zu 10,9° , gespalten worden. 
Vom d-Leuein wurden 85,5°., wiedergefunden. 


Versuch 8. Fiir diesen Versuch wurde frisches normales Rattenserum| ' 
verwendet 
Versuchslésungen: 
1. 0,5 cem Serum, 1 cem d-Leueyl-glycin m 20-Losung, 1 cem m 1° 
Phosphatpuffer py, 7,4. 
2. 0,5 cem Serum, 1 cem m 10-d,1-Leucyl glyein, 1 ecm m 15-Phosphat- 
puffer py 7,4. Je 2 cem Lésung 1 bzw. 2 enthielten 0,560 mg d-N. 
3. 0,5 cem Serum, 1 cem H,O, 1 cem Puffer py 7.4 (Thermobarometer. 
4. Oo c¢em Serum, 0,25 cem m/100-d-Leucinlésung, 1 com Puffer py 7.46 
2 cem dieser Lésung enthielten 0,028 mg d-N. 
Nach 160 Minuten war d-Leucyl-glycin zu 6,3°/, gespalten, d,l-Leucy! 


) 


givein zu 3,6°/). Wiedergefunden d-Leucin 87,3” 


Versuch 9 Wiederholung von Versuch 8 
Versuchslésungen wie in Versuch 8 
Nach 145 Minuten war das d-Leueyl-glycin zu 7,7, gespalten, das 
v 5°. , & ] 
d,l-Leueyl-glycin zu 2,0°,,. Wiedergefunden; d-Leucin 95,3°)). 
Versuch 10. d-Leueyl-glyecin in wibrigler Lisung 
ohne Fermentzusatz 


Durch den Versuch sollte festgestellt werden, ob das Peptid irgend- 
welche O,-verbrauchende Verunreinigungen enthielt. 

Versuchslésung 1: 1 eem H,O, 1,5 cem m/15-Puffer py 7,4. (Thermo- 
barometer). 

Versuchslésung 2: 1 cem m/20-d-Leucyl-glyein, 1,5 ceem Puffer py 7,4. 
Lisung 2 enthielt 0,560 mg d-N per 2 cem. 


An Stelle des Enzyms wurden 0,5 cem Wasser genommen. Ubrige 
Bedingungen wie vorher. Nach 60 Minuten war kein Sauerstoffverbrauch 
eingetreten. 
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Versuch 11. 


bei wiederholtem Enzymzusatz (vgl. Fig. 2) 


t 
f 


zucesetzt. 


2eem H,O, 3 


2. 2 cem m/20-d-Leueyl-glycin, 3 cem Puffer. 
enthielten 0,560 mg d-N. 

3. 0,5 eem m-100-d-Leuein, 
cem enthielten 0,028 mg d-N. 


trolle). 2 


Versuchslésungen: 


) 


1,5 cem H,O, 3 cem Puffer 
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Kontrollversuch mit d-Leueyl-glycin 

Bei diesem Versuch wurden nach 130 Minuten erneut 0,5 cem Ferment 
ccm m 10-Phosphatpuffer py 7,4 (Thermobarometer). 
2 ¢em dieses Ansatzes 


(Enzymkon- 


Nach 130 Minuten Desaminierune wurde nochmal 0,5 cem Enzym 


losung zugegeben. 





Min. nach 
Enzyin- LL 2 


zucabe 





7) 15.00 

25 15,00 ° 
HO 15,00 

70 15,45 +949 
a0 15,35 ~ 9:10 
110 15,38 19,08 
13 15,56 +918 


O,-Verbrauch in emm. 
Multipliziert mit k 

ing d-N 

d-N °%,. 


Erneute Enzyimzugabe. 





U 15,15 
2 15,40 +0,20, 
17) 15.207 0,20 
70 15,33 719 
100 15,20 ~ 918 
120 15,20 0 
140 14.99 ~ 20 


Q,-Verbrauch in emm . 
Multipliziert mit k 

me d-N 

/ a-N. 


Total ° 


> a-N 





14,90 
1 499 070 
13,80 7 940 
13,80 ~ 949 
13,48 ~ 9,70 
13,31 ~ 920 
12,99 ~ 9.50 
24,7 
45,45 
O,056S 


10,14°, 


15,30 
15,19 
14,50 
14,31 
14,00 


— 0,36 
—0,49 
td Q*) 


Ua 


—0,18 


0,03S89 
6,99 


17,00 





15,12 
14.15 ~%?* 
"_- —0,40 
13,79 ~ 9,41 
13.99 ~ 040 
13,09 7228 
19.8] 746 
287 
51,09 
0.0630 
11,409). 
15,27 
15.05 7046 
7 399,99 
] 4,00 a Q,45 
13.55 7 93" 
13 5¢) 0,08 
13.99 ~ 9:20 
20,2 


35,15 
0,04359 
7,84 


19,24 





15.53 


—U,93 


14,60 
14.197 920 
14,797 9° 
15,59 70:10 
14.60 70:02 
] 179 ~ 2:08 
13,9 
24,46 
0,0306 


109,2 °/, 


15,20 

15,45 1.007 

15,40 +909 

15,50 T 9,06 
5,50 + 9:10 

15,41 ~ 2:08 

15,21 +910 


T. B. fiir 3 
15,42 


15,607 ¥ 
15,4614 


15,507 04 


18 


15,49 — 010 
15,39 ~ 29! 
15,09 ~ 2:30 





0 
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, ‘ ¥s y r j ‘ Ne » 
Versuch 12. Wiederholung von Versuch 11. Vgl. auch Fig. - 


Bei diesem Versuch wurden nach 160 Minuten Desaminierung erneut 
0.5 com Ferment zugegeben. 


Versuchslésungen: 

1. 1,5 cem HO, | cem m/15-Phosphatpuffer py, 4,4 (Thermobarometer), 
2. 0,5 eem HO, 1 ee Puffer, 1 cem m 20 d-Leucyl-glycin. 2 cem dieser 
Losung enthielten 0,560 ing-d-N. 

3. 1,25 eem H,O, 1 cem Puffer, 0.25 ccm m 100-d-Leuein (Enzym 
kontrolle). 2 cem dieser Liésung enthielten 0,028 mg-d-N. 

Zur Verhiitung von Infektion waren alle Proben mit einigen Kornchen 
Thyimol versetzt worden. 


Nach 160 Minuten 





Lésung 2 Losung 3 
Q,-Verbrauch in emm. . 23,65 15,25 
sg a a a 0,0296 0.0197 
Entsprechend. ..... 5,3 °/) Spaltung 70,3 9/9 Leuein 


Erneute Enzymzugabe und weitere 160 Minuten 








O,-Verbrauch in ¢emm. . 36,21 0 

gt a 0.04526 0) 
Entsprechend. . . . . . 8,08°°', Spaltung 

Imegesamt . . 1... ss 13,38 °/, 70,3 9/9 Leucin 


Es fragt sich weshalb hier ohne Serumzusatz eine Abspaltung 
von d-Leucin eintritt. Beim Vergleich von Versuchen mit d,1-Leucy]- 
glycin und d-Leucyl-glycin ergab sich in ersterem Falle eine ge- 
ringere Spaltung. Der Spaltungseffekt muB wohl darauf zuriick- 
gefiihrt werden, daB der zugefiigte Nierenextrakt eine d-Dipeptidase 
enthalt. Fiir diese Auffassung sprechen auch Beobachtungen von 
Herken und Mitarb.') an Glycerinextrakten verschiedener Gewebe. 
Bemerkenswert ist, daB nach Herken fast alle normalen Organe 
d-Leucyl-glycin hydrolysieren mit Ausnahme der Muskeln. Die 
gleichen Autoren haben auch versucht die Frage zu kliiren, ob 
fir die d-Peptid-Spaltung besondere d-Peptidasen nitig sind, und 
kommen zur Auffassung, daB dies fiir die Hydrolyse von d-Leucyl- 
glycin nicht der Fall zu sein braucht. ,,.Bei Untersuchungen mit 
Glycerinextrakten aus Organen muf beriicksichtigt werden, dag 
hier Fermentgemische vorliegen, die neben Aminopolypeptidase 
und Dipeptidase auch Fermente vom Typ der Carboxypeptidase 


') Herken, Schmitz u. Merten, Naturw. 29, 670 (1941). 
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enthalten. Es erscheint nicht ausgeschlossen, dab das verwendete 
Peptid vom Carboxylende her aufgespalten werden kann. In diesem 
Zusammenhang sind Versuche yeu Interesse, in denen gezeigt 
werden konnte, daB auch solche Peptide durch Carboxypeptidase 
hydrolysiert werden kénnen, die am Carboxylende eine natiirliche 
Aminosiiure, aber in direkter Nachbarschaft dazu den Antipoden 
einer natiirlichen Aminosiiure enthalten.“ 

Herken, Schmitz und Merten’) haben auch die Spaltung 
des d-Leucyl-glycyl-glycins manometrisch mit der d-Aminosiiure- 
oxydase gemessen; einen Sauerstofiverbrauch fanden sie nur dann, 
,.wenn das Peptid durch Aminopeptidase in d-Leucin und Glycyl- 
elycin zerlegt wird. Die ... mégliche Spaltung eines Peptids vom 
Carboxylende her — das Tripeptid wiirde hierdurch in Leucy!- 
glycin und Glycin zerlegt —, die beim Dipeptid eine Spaltung 
durch d-Peptidase vortiiuschen kénnte, wird bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht stérend in Erscheinung treten, da die d-Amino- 
siiureoxydase mit dem im Peptid gebundenen d-Leucin nicht: 
reagieren kann“. 

Die stets erhaltenen Unterschiede welche sich zwischen der 
enzymatischen Spaltbarkeit der Dipeptide und Tripeptide gezeigt 
haben, diirften aut die verschiedenen Angriffspunkte der spaltenden 
Enzyme an den optisch aktiven Peptiden beruhen. Es muB also 
zuniichst zwischen Carboxyl- und Aminopeptidasen unterschieden 
werden, wie sie zuerst von Euler und Mitarb.’) sowie von Wald- 
schmidt-Leitz u. Mitarb.’) detiniert worden sind. In Betracht 
kommen sowohl die Konfiguration der Reaktionsgruppe wie die- 
jenige der Bindungsgruppe des Substrats. In dieser Hinsicht ist 
der Hinweis von Herken und Merten (a.a.O.) auf iiltere Arbeiten 
von Bergmann und Mitarbeitern*) von wesentlichem Interesse. 

Jedenfalls zeigt sich, daB sowohl bei den d-Peptidasen als 
den l-Peptidasen ein hoher Grad von Spezifitiit besteht, und dem- 
gemiB verdienen die in verschiedenen Tierarten vorkommenden 
Apo-Dipeptidasen und -Tripeptidasen, wie auch Maschmann®) 
betont, eingehende Untersuchung ®), 


a ae 

*) Euler u. Mitarb., Diese Z. 157, 122 (1926): 162, 85 (1926). 

*) Waldsehmidt-Leitz, Ber. chem. Ges. 60, 64 (1926). 

‘) Bergmann u. Mitarb., J. of Biol. Chem. 109, 325 (1935); 117, 194 
(1937). 

) Masehmann, Naturw. 29, 709 (1941). 

*) Vel. auch Bergmann, J. of Biol. Chem. 158, 88 (1941). 
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Wir kommen nun auf die S. 140 erwithnte methodische Frage 
zuriick, weshalb bei den Versuchen mit d-Leucyl-glycin eine Spal- 
tung auch ohne Serumzusatz eintritt. 


Versuch, in Nierenextrakt d-Dipeptidase nachzuweisen 


Da d-Leucyl-glycin bei Gegenwart von Nierenextrakt Sauer- 
stoff verbrauchte, sollte gepriift werden, ob der Extrakt d-Leucy!- 
slycin unter Bildung von d-Leucin spaltet. 

Zu diesem Zweck wurden d-Leucyl-glycin-Lisungen in Puffer 
bei 37,5° unter anaeroben Bedingungen (N,-Atmosphire) der Kin- 
wirkung von Nierenextrakt ausgesetzt. 


Versuch 13 


Versuchslé6sungen: 


) + y ~ 


1 cem H,O, 1,5 eem Phosphatputter py, 7,4. 

2. 1 cem m 10-d-Leucyl-glyein, 1,5 cem Putter py 7.4. 

Je 2.5 cem Lésung (1395 y N ber. fiir Losung 2) wurden mit 1 ecm 
Enzymlésung versetzt. Die Lésungen wurden zur Verhiitung von Infektion 
mit einigen Kérnchen Thymol versehen. 

Je 3 cem Versuchslésung wurden in ein Reaktionsgeti’ gefiillt. Dieses 
enthielt im Einsatz 0.2 ecm 1° ,ige Na,S,O,-Losung, im Ansatz 0,5 cem 
Enzymlosung. Vor Zugabe des Enzyms wurde das Reaktionsgefib mit 
Stickstoff gefiillt. Nach Ablauf der Versuchszeit warde die Enzymreaktion 
durch Eiskiihlung und Zusatz von 0,2 ¢em In H,SO, unterbrochen. Die 
Proben wurden nach Entfernung der Na,S,O,-Lésung nach Sérensen 
Northrop titriert und in 3 Fiillen auch nach van Slyke behandelt. 


Nach OStunden: 


Peptidprobe, Lésung 2. .... . 2322 y N 
Blindprobe, . | a ae - 100d y N 
De. Pepe Meck wens ss « BF 
Nach 16 Stunden: 
Peptidprobe, Lisung 2. ..... 2805 y7N 
Blindprobe, 4 i eae - 11107 N 
Ditt. Peptid 2 Ena ae ry en ee Pa 1695 Y N 
BATU ACIBEUNG Gics eG. hel ee oe 378 y N 
WE? gh. sk ok OR ke 29 °/,, 
Nach 40 Stunden: 
Peptidprobe, Lésung 2... ... 2990 7 N 
Blindprobe, " Pes’ fc oe SS SO y N 
Diff. Peptid N. ......... 18707 N 
Zuwachs N ........... D3 wy N 
" é 
Spaltung 4209 
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Versuch 14 
Versuchslésung: 


1, 1,5 eem m_10-Phosphatpufier py, 7,4, 1 cem H.O. 


2. 15ecemm 10 Phosphatpuffer py (,4, 1 cem HO, 1 cem m 20 d-Leuevy! 
giveinlésung. 

Je 2 cem Versuchslésung (entsprechend 555 y N in Lésung 2) wurden 
mit 1 ecem Fermentl6sung versetzt. Im tbrigen wie vorher. 


Nach 0 Stunden: 


Peptidprobe, Lésung 2... . . . 1130 yx 
Blindprobe, a ie =f ok 540 y N 
ae re 90 y N 
Nach 4 Stunden: 
Peptidprobe, Lésung 2 . . , . 1260 7 N 
Blindprobe, Fe | i ea ne 560 y N 
eS ne 700 y N 
RPAH os. an ks 2) Se 110 y N 
Spaltung .. re ne ere i top ae 
Nach 51 Stunden: 
Peptidprobe, Lésung 2... . . . 1240 y7N 
Blindprobe, - i: at oe eee tec HO 7 N 
Brees WO a 680 ¥ N 
BOWSCNS . 6 6 ew eo ee ee ee 8 G0 y N 
I) lc) we. > & R-4- A EE ce 15.9%), 


Versuch 15 
Versuchslésungen: 


1. 1,4ecm Phosphatputter py 7,4, 1 cem H,0. 
2. 1,5 cem Phosphatpuffer py, 7,4, 1 cem m 10 d-Leucyl-glycinlésung, 


ccm Lésung 2 enthielt 558 y Amino-N. 


Formoltitration. Je 1 cem Versuchslésung wurden tm Warburg- 
vefiB nach dem Vertreiben der Luft durch Stickstoff mit 0,5 cem Ferment- 
extrakt aus Schafniere (doppelte Konzentration wie in den vorhergehenden 
Versuchen, 1,5 g Acetontrockenpriiparat per 20 ccm Wasser) versetzt. Nach 
31), baw. 21 Stunden wurde die Fermentreaktion durch Zusatz von 0,2 eem 
1 n-H,SO, unterbrochen und die gesamte Probe nach Sérensen-Northrop 
titriert. 

Van Slyke-Bestimmung. Je 2 eem Versuchslésung wurden im 
Warburggefiib nach dem Vertreiben der Luft durch Stickstoff mit 1 cem 
Fermentextrakt versetzt, Nach 31! bzw. 21 Stunden wurde die Probe mit 
1 cem 25°/,iger Trichloressigsiiure gefillt und im Zentrifugat der Amino- 
stickstoff bestimmt. 
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7 31S , 21 Stunden 
Q Stunden 3*/, Stunden 
y Amino-N y Amino-N y Amino-N 
Get. Gef. Zuwachs Spaltung | Get Zuwachs | Spaltung 
ormo] D650 633 73 13 H70 110 19,6°, 
v. Slyke 177 a74 Q7 20,3 i 20,1 





Versuch 16 


Wiederholung yon Versuch 15 





O Stunden 
yAmino-N 
Gef. 
770 


HG 


Formol 
v. Slyke 











31 Stunden 21 Stunden 

y Amino-N y Amino-N 
Gef.  Zuwaehs Spaltung] Get. Zawachs Spaltung 
870 100 is *, 959 IS? 24,0” 
NOG 97 F ' OSD 1 lt 2): 4° 


Versuch 17 


Wiederholung von Versuch 


li 





O Stunden 
y Amino-N 
Gef. 


SOO 


Formol 


3', Stunden 


y Amino-N 








Jo 





v. Slyke 


Versuch 


lL O ecem HO, 


1s. 


Gef.  Zuwachs Spaltung 
549 1) 10°), 
642 107 20 ° 


Versuchslosungen: 


2 cem dieser Loésung enthielten 1,12 mg N. 


2. 1,50 eem H,O, 1 cem m 15-Phosphat py 74. 


1 cem m15-Phosphat py, 7.4, 


20 Stunden 


y Amino-N 
Get. | Zuwachs Spaltuny 


a 9Q 9 
= ) 


a Ni 


HA6 
v1] 


m 10-l-Leucin und d-Aminosiiureoxvdase. 


1 cem m 10-1-Leuein. 


(Thermobarometer 





Minuten nach a 
: : rB. 
Enzyinzugabe 
0) 15.68 
er 
10 16.28 r Q.60 
ny 9° 
100 16,42 TON 


O,-\ 
Nae 


me 


0 
y° 





“erbrauch in emm. 


h Multiplikation mit & . 
N 


I. 
16,39 
16,087 0 
15,69 ~ 2» 3 

14,4 

17,14 
0.0214 
19 
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Versuch 19 


Wie im obigen Versuch 1,12 mg N per 2 cem, jedoch etwas stiirkere 
Pufferkonzentration: 1,5 ecm m,/10-Phosphatpuffer, 1 cem m/10-1/Leucin. 











Minuten nach awe 
Enzymzugabe PB. 
0 15.50 ( 
a mer” § tags 
0 15,997%19 | 1455—0,39 
60 15,89 ° 14,4371 
SU 15,90 9:0! nae 
100 16,0079 | 44487-9982 
120 moet" B ign 
140 war” § ue 
O,-Verbrauch in ¢mm. .. .. oS, 
Multipliziert mit A... . .. 16,07 
Coc UE a a ee aa ae 0.0201 
5 ey 


Wie die Versuche 13—17 ergaben, wird d-Leucyl-glycin durch 
das Nierenextrakt gespalten. Auf das Vorkommen von 1-Pepti- 
dase in trockner Niere weist Krebs?) hin. Wiire jedoch das 
d-Leucyl-glycin (Priiparat Hoffmann La Roche) durch 1-Peptid 
verunreinigt und die anaerob erhaltene Spaltung mit Nierenenzym 
auf eine l-Peptidase zuriickzufiihren, so diirfte das als Spaltungs- 
produkt gebildete l-Leucin in den aeroben Versuchen nicht nach- 
weisbar sein. Wir erhielten zwar in Versuchen mit m/10-l-Leucin 
(Versuche 18 und 19, vgl. auch Fig. 1) einen Sauerstoffverbrauch, doch 
bleibt dieser hinter dem fiir m/50-d-Leucyl-glycin gefundenen 
zuriick. Unter Annahme einer Verunreinigung durch 1|-Peptid 
wiire auch in den Versuchen mit d,l-Leucyl-glycin ein héherer 
Oxydationswert zu erwarten, als in den Versuchen mit d-Leucyl- 
glycin. Dies war nicht der Fall. — Der kontinuierliche Sauer- 
stotiverbrauch *) (vgl. Versuche 11 und Fig. 1 bis 3) des d-Dipeptids 
spricht auch gegen eine Verunreinigung durch d-Leucin. Die 
Spaltung des d-Leucyl-glycins durch Nierenextrakt muB daher 
auf einer im Extrakt vorhandenen d-Dipeptidase beruhen. 


) Krebs, Diese Z. 217, 207 (1938). 
} In Fig. 1 und 2 ist der Sauerstoffverbrauch in °, N umgerechnet. 


73 10 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Fiir die Messung kleiner Spaltungen von d-Leucyl-glycin 
und d,l-Leucyl-glycin war daher die Methodik von Herken nicht 
verwendbar. 

Zur Verhiitung von Infektion wurde in einigen der Versuche, 
die sich tiber liingere Zeit erstreckten, Thymol zugesetzt. Den 
Versuchen 20—-22 nach hemmte Thymol nicht die d-Aminosiure- 
oxydase. Auch Felix und Zorn!) haben bei ihren Versuchen 
liber die Spezifitit der d-Aminosiiureoxydase Thymol als Anti- 


septikum zugesetzt. 


Versuch 20 
influB von Thymol auf den enzymatischen Nachweis von 
d-Leucin mit d-Aminosiiureoxydase. 
Bei diesem Versuch wurden Proben mit normalem Rattenserunm: und 
i-Leucin mit und ohne Thymolzusatz gepriift. 


Versuchslésungen: 
1. 0,5 eem Serum, | cem HO, 1 cem Phosphatputfer py 0.9. einige 
Koérnchen Thymol (Thermobarometer fiir Versuch 2). 
2. 0,5 ecm Serum, 0.75 cem H,O, 0,25 cem m 100-d-Leucin, 1 cem Puffer 
Die Lésung enthielt in 2 cem 0,028 ng d-N. Thymolzusatz. 
3. Wie 1, ohne Thymol (Thermobarometer fiir 4). 


1. Wie 2, ohne Thymolzusatz. 


Nach OStunden: 





Minuten nach vanes ss — 
I 1. Te. 2 3. TR. 
Enzymzugabe 





0 15,25 15,05 15,25 List 
20 14,80 794° 14,00 ~ 2:00 14.60 7 29? 13.7¢ — 0,49 
40 14,407 989 fF 3.40799 | 44157945 | 9.95 -0.30 
,-Verbrauch in cmm. .. . . 8.0 ? 3 
Nach Multiplikation mit der Ge- 
fiBkonstanten ....... 14,08 iS7a 
aE rs Wace mae Ok: ae Ge 0,0176 O0172 
62,9 61. 











Anm. Die Enzymlisung hatte einige Stunden gestanden und an 
Aktivitit eingebiiBt. Der Unterschied in den wiedergefundenen Leucin 
mengen war jedoch unbedeutend. 


') Felix u. Zorn, Diese Z. 258, 21 (1939). 


- 
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Nach 22 Stunden bei Zimmertemperatur: 











Minuten nach TB if 
. is ° awe 
Enzymzugabe 
7) 16 Q 16 RQ 
20 16.95 Uv 16.107 249 
ohn ¢) ry om ry 
40 17,40 7 04 16,00 — 
- BUY 0 wail) FO) 
60 17,60+%°9 | 161079! 
=9 
100 18,32 +4! 16,88 1 2% 
10 racy F028 FP 496) ~0,98 
). 52 " aah OS 
140 wir? Tina 
©,-Verbrauch in cmm. ... . 17,0 
Nach Multiplikation mit der Ge 
fiBkonstanten ....... 19,89 
ee a a a 0,02 486 
Gef. Leucin °), . S8,8 


Anm. Bei diesem Versuch versagte der Thermoregulator, was starke 
Schwankungen des Thermobarometers verursachte. 


Versuch 21. Wasser 


Versuchslésungen: 


— 


2eem H,O, 3 ccm m,10-Phosphatpuffer p,;, 7,4 (Thermobarometer). 
0.5eem m/100-d-Leuein, 1,5 ¢em H,O, 3 cem Puffer. 2 cem dieser 
Lésung enthielten 0,028 mg d-N. 


) 


Nach 120 Minuten Desaminierung 





Mit Thymol Ohne Thymol 








©,-Verbrauch in emm | 17,5 19,5 
ee ws wR KR 0,0219 0,0239 
Gefunden. . . . . . | 781°, Leucin | 85,5 °, Leucin 


Versuch 22 


Versuchslésungen: 

1. leem normales Menschenserum, 3 ¢cm H,O, 1 cem m/15-Phosphat- 
putter py, 1,4 (Thermobarometer). 

~. leem normales Menschenserum, 2,5 cem H,O, 0,5 cem m,100-d-Leucin, 
| cem m,15-Phosphatpuffer p,,; 7,4. 2 cem Lésung 2 enthielten 0,028 mg d-N. 

Nach S4 Stunden bei 37,5° wurden 95,9°), d-Leucin wiedergefunden. 

Zusammenfassung der Leucyl-glycin-Versuche. Wie 
unsere mit Leucyl-glycin angestellten Versuche zeigen, lift sich 
die Spaltung dieses Dipeptids nach der manometrischen 
Methode nicht beurteilen. 


LG? 
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Bei der Erweiterung unserer friitheren durch I ormoltitration 
auscetithrten Versuche fiel ein Versuch mit d,l-Dipeptid und 
menschlichem Krebsserum negativ aus. 2 Leucyl-glycin-Versuche 
mit normalem Serum und ein Versuch mit Krebsserum ergaben 
deutliche Spaltungen. 


II. Versuche mit d.l-Leucyl-glycyl-glycin 


Uber das Verhalten von d-Alanyl-glycyl-glycin legen Ver- 
suche von E. und R. Abderhalden!) vor, welche mit der Methode st 
der Titration in alkoholischer Liésung zum Ergebnis kamen, dai 
dieses Substrat in manchen Fiillen, also keineswegs regelmiiBig, 
von Carcinomseren gespalten wird. Neuerdings haben Herken 
und Merten?) die d-Alanyl-glycyl-glycin-Spaltung eingehend 
manometrisch untersucht, wobei d.l-Alanyl-glycyl-glycin zur Ver- 
wendung kam. Sie konstatierten Spaltung der d- form sowohl 
mit Carcinomseren als auch mit nicht carcinomatisen Seren, und 
zwar in annihernd gleichem Grad. 

An d,l-Leucyl-glycyl-glycin hatten Herken und Erxleben? 
festgestellt, daB die d-Komponente dieses Tripeptids in stiirkerem 
Mabe nur durch Carcinomseren hydrolysiert wird. In einer spiiteren 
Untersuchung kommen Herken und Merten (a. a. 0.) auf Grund 
eines groBeren Materiales zum Ergebnis, es ,kénnen also d-Peptide 
spaltende Fermente im Serum sicherer Krebsfiille fehlen bzw. sich n 
dem Nachweis entziehen“. P 


glycin*) durch nor- 


Versuch 23. Spaltung von d.l-Leuecyl-glycyl 
males Menschenserum 


Serum von einer gesunden Fran (lL. A.). Vel. Versueh 1° 
Versuchslisungen: 


1. 2ecm Serum, 4eem H,O, 4 cem 0,9°,,ige NaCl-Losung. Dieser An ‘ 
satz diente als Thermobarometer fiir Versuch 2 und 2. 

2. 2cem Serum, 4 cem m/10-d,1-Leucyl-giyeyl-glyein, 4 cem NaC! - ~ 
Losung. 2ecm dieser Losung enthielten 0,560 mg d-N. - 
3. 2cem Serum, 1 cem m 100-d-Leucin, 7 cem NaCl-Lésunge. 2 cem I 
dieser Lésung enthielten O,O28 mg d-N. 

4. Wie 1., statt NaCl-Lésung m 15-Phosphatpuffer p,, 7,4. Dieser An 


sutz diente als Thermobarometer fiir Versuch 5 und 6. 


') Kou. R. Abderhalden, Diese Z. 265, 253 (1940). 

)} Herken u. Merten, Diese Z. 270, 201 (1941). 

*) Herken u. Erxleben, Diese Z. 264, 251 (1940): 269. 47 (1941). 

‘) Wir verdanken das Priiparat Herrn Direktor Prof. Dr. Hirlein, ! 
I. G. Furbenindustrie, Elberfeld. 
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Wie 2., statt NaCl-Loésung m 15-Phosphatpuffer py 7,9. 
7 


6. iy Oy 4 - z Pir 
Die Versuchslésungen 1, 2 und 3 standen 40 bzw. 64 Stunden bei 30°. 


"%. Nach dieser Zeit wurde das PH der 


QG 


die Lésungen 4, 5 und 6 bei 3 


5 Phosphatpuffer auf Pr @s2 gebracht. 


‘ 
1 
1 


Losung 2 durch Zugabe von m 


Nach 40 Stunden 



































Min. nach 1. °. " - e 
Enzyimzusatz 
QO 15,19 14,30 14,90 15,00 10,45 
20) 15,70 + 9? | 1458-3 | 15,30 9407 15, 45 +995 | 14 95 — 1,80 
20 15,31 799 F420 F910} 1530 8 — P45.49 7998 1 13 gg—0,17 
BO 15.4] +O.10 rg.n0 TU st ea ryan rll 13,5( —O,1S 
G0 15,307 EY 1419-90 F 14.99 - 98 F 15 99-9102 | 13 39 + 0,08 
130 15,40 T9107 74 gg FOO1 | 15 QF OIST 15 95 —9,08 | 19 55 40,07 
150 15.10 7 0:30 14.08 + 9:08 14.787 082 15,19 + 90% 13.2 +005 
170 15,10 ° 413,997 9% 914.7579 115, 10t%% 11305 9 
190 14,997~4:1 F19.99 + 0,08 
(,-Verbrauch in emm . 2,1 U 20,5 
Nach Multiplikation 
mit der Gefiibkonst. . 3,07 24,40 
oe as « % ee Ke O,Q0355 O,03505 
Peptidspaltung . 2... Oc), la gef.108,8° , 
iormoltitration .. . . ee ae 45%, 7 Leuein 
Nach 64 Stunden 
Losung 2 Liésung 3 Lésung 5 Lésung 6 
.-Verbrauch (emm) | 1,41 24,34 1,25 21,54 
mg d-N .... .{ 0,0017 0.0304 0.0015 0.0269 
intsprechend. . . | 0,3°/, Spltg.}108,7°', Leucin| 0,2°/, Spltg.i96,2°), Leucin 
Formoltitration . .421,0°)  ., 24,0°/, 
Versuch 24. Spaltung von d,l-Leucyl-glycyl-glycin durch 
normales Menschenserum 
Das Seruin stammte yon einer gesunden Frau (S. K.). 
Versuchslésungen: 
1, 3cem Serum, 6 cem H,O, 6 cem m/15-Phosphatpuffer py 7,9. Dieser 
Ansatz diente als Thermobarometer fiir Versuch 2. 


2. Seem Serum, 6cem m/10-d,1-Leucyl-glycyl-glycin, 6¢cm Puffer py 7,9. 


~ccem dieser Liésung enthielten 0,560 mg d-N. 





1: 
4 


























»} } tory 4 
Gus jcom H,O, 3 ccm Phosphatputter p;,; 7.9. Dieser Ay 
= Thermobarometer fiir Versuch ¢ und 5 | 
. ‘ } if c° Pp . 
O nx HO, 6 ccm u a 1 uf yi-£ Vi-2 0 
naps thielten 0.560 mg d-N 
, 1 4 Stur ‘ ) 
N 12 Stunden ‘ 
d 
4q 
‘i TY ae a 
M r. B. 2 
Thue nate ; 
f ZN Zz 4 
és ( 
- aaa ‘ = { cose _— - 
- — | - - 
-| - 
| - 
. 1= os - ( 
- —— | = = oe 
} st) 
- li axe 4 t} - P — F 
gS ‘ 2 
2 ae UL - pe Tt : : 
{ s f ! 
mit der 
Tints a 1) a5 
Spa il e 4 é 
ror “UT y | 
Nach 36 Stunden 
Losung 2 Losung 4 
().-Verbrauch in ¢mm iD J,22 
gr d-N. : QO OO022 Mt} | 
Spaitung 0,4 ° 
- — ° 0 - 
Formo 
> , + . 7 } ] ] } 
2 Spaitung von d,l-Leuevl-givevl-glvcin dur 
Carcinomserum 
Serum stammte von eintm minnlichen Canes rpahenten F.A.S 
rFroeNntr : } } } 


s Ther 
serum 


stenosans, inoperabilis: 
Versuchsliésungen: 


teem H,O, 4 c¢em 0,9 


1 . - , 
‘barometer fiir Versuch 2 und 


Leuevl-glvevl 


ung enthielten Q.60 
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2¢em Serum. | c¢em m 100-d-Leucinlésung, 7 cem 0,9°),ige NaCl- 
Losung. Diese Probe enthielt per 2 ecem 0,028 mg d-N. 

Wie 1., jedoch statt NaCl-Lésung m/15-Phosphatputfer p;, 7,9. Dieser 
Ansatz diente als Thermobarometer fiir Versuch 5 und 6. 

Wie 2., statt NaCl-Lésung m 15-Phosphatpuffer p,, 7,9. 


‘ yy - Day ‘ , Pr 6. 

Die Versuchslésungen 1,2 und 3 wurden 40 bzw. 60 Stunden im Thermo 
staten bei 30° belassen, die Lésungen 4, 5 und 6 bei 37,5". Nach dieser 
Zeit wurde in den Versuchslésungen 1, 2 und 3 das py, durch Zugabe von 
m 15-Phosphatpuffer auf pj; 7,3 gebracht. Loésung 2 enthielt nach dieser 
Zugabe 0,509 mg d-N per 2cem, Lésung 3 0,0254 mg d-N per 2ccm. Bei 
der manometrischen Bestimmung die gleichen Bedingungen wie vorher. 


Nach 40 Stunden 














Losung 2 Lésung 5 Lésung 6 
O,-Verbrauch in emm. O,o84 3,92 23,23 
et Ge a 4% % ew 4s 0,007 O,0040 0,029 
Entsprechend . .. . 0°) Spaltung 0,9°), Spaltg. | 103,5 °/, Leucin 
Formoltitration . . . . | 18%, a 19,5 °/, 


Nach 64 Stunden 














Losung 2 Lésung 5 Lésung 3 
().-Verbrauch in emm. tv) O 19,13 
ng d-N as Q 0 0,0239 
Entsprechend ... . 0°), Spaltung | 0°), Spaltung | 94,1 °/, Leucin 
Formoltitration ° oe “le - 29 °/, 


Versuch 26. Spaltung von d,l-Leucyl-glycyl-glycin durch 


Carcinomserum 


Serum von einem Cancerpatienten (O.). Ca hepatis? Krankenhaus 


Sabbatsberg. Vel. Versuch 4. 


Versuchslésungen: 
2eccem Serum, 4e¢em m/10-d,1l-Leucyl-glycyl-glyein, 4 eem 0,9° ,ige 
NaCl-Lésung. 2 c¢em dieser Lésung enthielten 0,560 mg d-N. 
2. 0.5 cem Serum, 0,25 cem m 100-d-Leuein, 1,75 cem NaCl-Lésung, 
2c¢em enthielten 0,028 mg d-N. 
3. 2cem Serum, 4 ¢em H,O, 4 ¢em m 15-Phosphatpuffer p;,; 7,9. 


Dieser 
Ansatz diente als Thermobarometer. 


2cem Serum, 4¢em m/10-d,1-Leucyl-glyeyl-glycin, 4cem Putter py; 7,9 
eem enthielten 0,560 mg d-N. 


2¢em Serum, 1 cem m/100-d-Leuecin, 7 c¢em Puffer py 7,9. 2 


{ 
t. 
) 


Ue =- ecm 


dieser Lésung enthielten 0,028 mg d-N. 
Die Versuchslisungen 1 und 2 standen 40 bzw. 64 Stunden 


bei 30 
die Lésungen 3, 4 und 5 bei 37.5% 


Nach dieser Zeit wurde das p,;,; der 
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Lisung 1 durch Zugabe von m/15-Phosphatpuffer py 7,4 auf 7,4 gebracht. 
im iibrigen bei der manometrischen Bestimmung die gleichen Bedingungen 
wie friiher. 

Nach 40 Stunden 





Lésung | Lésung 2 Losung 4 Losung 5 
Q,-Verbrauch (emm) | 0 20,44 2,0 25,9 
We dN. » + « eos OU 0.0256 0.0025 0,038 24 
Entsprechend . . .]| 0°), Spltg. 100,69, Leucin] 0,4°), SpltgJ115,6° , Leucin 
POLO: « & 20 «EDS Gy be ys 














Nach 64 Stunden 











Lésung | Loésung 4 
©,-Verbrauch in emm | 4,62 3,84 
mg dN. ..... . | 0,00578 0,0048 
Entsprechend . .. . 1,03°,, Spaltg.] 0,86°, Spaltg. 
PORMOGL . 4 se th es ESN " 34 °/, 


Versuch 27. Spaltung von d,l-Leucyl-glyeyl-glycin durc! 


Carcinomseruim 


Das Serum stammte von einer Cancerpatientin, Ca. ventriculi, aniimi. 
Karolinska sjukhuset, Stockholm. 
Versuchslésungen: 
1, 2cem Serum, 4¢em H,O, 4¢em m/10-Phosphatputfer py, 7.4. Dieser 
Ansatz diente als Thermobarometer. 
2. 2ceem Serum, 4cem m/10-d,1-Leucyl-glyeyl-glycin-Losung. 4 ¢em 

Puffer py 7.9. 

3. 2¢em Serum, 1] cem m/100-d-Leucinlésung, 3 c¢em H,O., 4 cem 

Puffer py, 7,9. 

Die Probelésungen wurden mit einigen Kérnchen Thymol versetzt und 
37,5° stehen gelassen. Fiir die quantitativen Bestimmungen des Leucins 
mit d-Aminosiiureoxydase wurden je 2c¢cm der Versuchslésungen genommen 
(entsprechend 0,560 mg d-N in Lésung 2, 0,028 mg d-N in Loésung 3). Fiir 
die Formoltitrationen wurden 0,5 cem Versuchslésung verwendet (entsprechend 


0,280 mg d-N in Lésung 2). 


bei : 


Nach 42 Stunden 








ray 
Lésung 2 v aprige 
sd Leucinlésung 


O,-Verbrauch in ¢mm 0 99 93 
mg ete as se as O 0.02779 


Entsprechend . . . . | 0°, Spaltung | 99,2°, Leucin 
POM. ss es « § OY, * 
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Nach 88 Stunden 


Formoltitration: 0°), Spaltung. 


Nacb 140 Stunden 








Loésung 2 Lésung 3 
QO,-Verbrauch in emm | 5,08 21,08 
me d-N. ..... . | 0,00634 0,0263 
Entsprechend . . . . $1,13°), Spaltg. | 93,8 °’, Leucin 





Nach 164 Stunden 











Lésung 2 Lésung 3 
0,-Verbrauch in emm ]} 0 24,09 
MGM. bs eso sw FD 0,0301 
Entsprechend . . . . | 0°/, Spaltung | 107,5°,, Leucin 


d-Leucyl-glycyl-glycin-Spaltung unter Manganzusatz 
Aus Versuchen von Berger und Johnson!) sowie Masch- 
mann’) geht hervor, da8 — unter gewissen Umstiinden — Pepti- 
dasen durch Mangansalze, mit oder ohne Mitwirkung von Cystein 
oder Glutathion, aktiviert werden*). Diesbeziigliche Versuche, 
welche wir friiher mit d-Leucyl-glycin als Substrat angestellt 
hatten*), ergaben unter unseren Versuchsbedingungen keine Ver- 
stiirkung der d-Leucyl-glycin-Spaltung. Maschmann hat selbst 
schon betont, dab sich die Umstiinde noch nicht definieren lassen, 
unter welchen eine Manganaktivierung eintritt oder unterbleibt. 
Seit der Ausfiihrung unserer friiheren Versuche sind mehrere inter- 
essante Mitteilungen von Maschmann®) erschienen, in welchen 
die Mn-Aktivierung der Peptide eingehend besprochen wird. Be- 
sonders bemerkenswert ist der von ihm gefiihrte Nachweis, daB 

die Metallaktivierung auch bei gereinigten Peptidasen eintritt. 


') Berger u. Johnson, J. of Biol. Chem. 133, 639 (1941). 

*") Maschmann, Naturw. 28, 765 (1940). 

‘) An pflanzlichen Peptidasen liegen auch Aktivierungsversuche yon 
Bamann vor, Naturw. 29, 365 (1941). Vgl. ferner Bamann, Naturw. 29, 
55S (1941). 

‘yy. Euler, Ahlistrém, Hégberg u. Lilja, Z. Krebsforsch. 51, 
258 (1941). 

’. Maschmann, Naturw. 29, 518, 709 (1941); Biochem. Z. 308, 359 
(1941); 309, 179 (1941). 
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Da wir, wie oben gezeigt, mit der manometrischen Methode 
am d-Leucyl-glycyl-glycin keine Spaltung durch carcinomatése 
Seren beobachten konnten, so haben wir untersucht, ob eine 
Spaltung dieses Tripeptids unter den Bedingungen unserer mano- 
metrischen Versuche etwa durch Mn-Zusatz hervorgerufen werden 
kann. Wir fiithren die folgenden Versuche 28—30 an. 


Versuch 28. Einflub von Mangan-Cystein auf die Spaltung vor 
d.l-Leucyl-glycyl-glycin durch normales Rattenserum. 


Bei diesem Versuch wurden pro Kubikzentimeter Versuchslisung 0,200 mg 
MnSO,- 4 H,O und 0,467 mg Cysteinhydrochlorid entsprechend 0,001 m-Mn’’ 
und 0,003 m Cystein zugesetzt. 


Versuchslisungen: 

1. 2ccem Serum, 4 cem H,O, 4 cem m/15-Phosphatpuffer py 7,9. 
Dieser Ansatz diente als Thermobarometer fiir Versuch 2. 
2. 2 ccm Serum, 4ecm m/10-d,1-Leucyl-glycyl-glycin, 4 cem Puffer py 7.44 

2 ccm Lésung enthielten 0,560 mg d-N. 

3. 2 ccm Serum, 4 ccm H,O, 4 cem Phosphatpuffer p,, 7,9, 2 mg 
MnSO,- 4 H,0, 4,67 mg Cystein-HCl. 

Dieser Ansatz diente als Thermobarometer fiir Versuch 4. 

4. 2 cem Serum, 4 cem im 10-d,1-Leucyl-glycyl-glyein, 4 cem Phosphat 
puffer, 2mg MnSO,-4H,0O, 4,67 mg Cysteinhydrochlorid. 

2 cem Lésung enthielten 0,560 mg d-N. 

Die Aktivitiit des Enzyms wurde gepriift mit einer d-Leucinlisung. 

5. 1,5 cem H,O, 1 cem Puffer py 7,9. 

Dieser Ansatz diente als Thermobarometer. 

6. 1,25 cem H,0, 0,25 cem m/100-d-Leucin, 1 cem Phosphatpuffer p,,; 7,9. 

Die Versuchslésungen 1, 2, 3 und 4 wurden nach 2,5 Stunden bei 


97 - 


37,5° wie gewohnlich manometrisch bestimmt. 


Nach 2', Stunden: 




















Lésung 2 Lésung 4 Lésung 4 ” 
ohne Mn mit Mn mit Mn Losung 1) 
O,-Verbrauch(cmm)] 0 8,12 1,4 99 7 
mg dN... . .f O 0,0102 0,0017 0.02838 
Entsprechend . . .| 0°, Spaltg. | 1,8°), Spaltg. | 03°), Spaltg. | 101,3° 
Mittelwert 1,05° , Leucin 


Versuch 29. EinfluB yon Mangan-Cystein auf die Spaltung yon 
d,l-Leucyl-glyeyl-glyecin durch normales Rattenserum. 


Das Serum stammte von normalen Ratten. Den Versuchslisungen 
wurde Mangan und Cystein entsprechend den Konzentrationen 0,001-m resp. 
0,003-m zugesetzt. Die Zugabe erfolgte in Form einer wiibrigen Lisune 
die pro Kubikzentimeter 1 mg Mangansulfat - 4 H,O und 2,34 me Cystein- 
hydrochlorid enthielt. 
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Versuchslésungen: 


1. 1 ecem Serum, 3 cem H,O, 1 cem m/15-Phosphatpuffer pq 7,9. 
Dieser Ansatz diente als Thermobarometer fiir Versuch 2 


2. 1 cem Serum, | cem H,O, 2 cem m/10-d,1-Leucyl-glyeyl-glycin, 
1 ecm Puffer. 


3. 1 eem Serum, 2 cem H,O, 1 eem Mangan-Cysteinlésung, 1 eem Puffer. 
!, 1 eem Serum, 2 cem m/10-d,1-Leucyl-glyeyl-glycin, 1 cem Mangan 
Cysteinlésung, 1 cem m/15-Phosphatpuffer p,, 7,9. 

» 


Lésung 2 und 4 enthielten 0,560 mg d-N per 2 cem. 


Zur Verhiitung von Infektion war den Lésungen | 
zugesetzt worden. Bestimmung nach 15 Stunden bei 37,5° 


et cas 


t etwas Thymo! 


Die Aktivitiit des Enzyms wurde mit einer wiibrigen d-Leucinlésung 
kontrolliert: 


5. 1.5 cem H,O, 1 ecem Phosphatputfer py 7,9 (Thermobarometer). 


1,25 cem H,O, 1 cem Phosphatpuffer p,; 7,9, 0,25 cem m/100-d-Leucin. 
Lésung 6 enthielt in 2 cem 0,028 mg d-N. 


> 


h. 


Nach 15 Stunden: 














Losung 2 Lésung 4 - 
. 8 6 
ohne Mn init Mn Lésung 6 
O,-Verbrauch in cmm . 0) 6,7 17,64 
eS ee () 0,0087 0,022 
Entsprechend. . . . . 0° , Spaltg. 1,6°/, Spaltg. | Gef.78,8°/, Leucin 
Formoltitration . ... | 14%, ,, IO le 4s 


Versuch 30. Spaltung von d,l-Leucyl-glycyl-glycin 
durch normales Menschenserum bei Gegenwart von Mangan 
und Cystein 

Serum von einer gesunden Frau (S. K.). Vgl. Versuch 24. 


Bei diesem Versuch wurden pro Kubikzentimeter Versuchslésung 0,200 mg 
MnS0O,-4H,O und 0,467 mg Cysteinhydrochlorid entsprechend 0,001 m-Mn”’ 
und 0,003 m Cystein zugesetzt. 


Versuchslésungen: 

1. 3 em Serum, 6 eem H,O, 3 cem Mangan-Cysteinlésung, 3 ccm 
Putter py, 7,9. 

Dieser Ansatz diente als Thermobarometer fiir Versuch 2. 

2. 3 cem Serum,*6 ecm m 10-d,l-Leueyl-glycyl-glyein, 3 cem Mangan- 
Cystein, 3 ecm Puffer py, 7.9. 

2 cem Lésung enthielten 0,560 mg d-N. 

3. Wie 1, statt Puffer 0,9°/,ige NaCl-Lésung (Thermobarometer fiir 
Versuch 4). 

1. Wie 2, statt Puffer 0,9°,,ige NaCl-Lésung. 





Die Versuehslisungen wurden nach 12, 36 und 84 Stunden bei 
manometriseh bestimmt. Bedingungen wie gewoéhnlich. 


mite 
0b, 
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Nach 12 Stunden: 














Lésung 2 Loisung 4 Ohne Mn 
O,-Verbrauch in emm . 0 1,9 2,2 
a a a 0 0.0024 00,0027 
Entsprechend. ... . O°, Spaltg. 04°), Spaltg. O47", Spaltg. 
Formoltitration 21,5 20,8 


Nach 36 Stunden: 














Lésung 2 Loésung 4 Ohne Mn 
Q,-Verbrauch in -cmm . 0 0 1,8 
We GH «6 i et ee 0 0 0,0022 
Entsprechend.... . 0°/, Spaltg. 0°), Spaltg. 0,4°/, Spaltg. 
Formoltitration ... . ri thd ss A ae 26°), 
Zusammenfassung 


1. Die fiir die Biochemie der umoren wesentliche Frage, 
ob sich auf die Spaltung von d-Peptiden durch carcinomatése 
Seren eine Krebsdiagnose griinden lift, muB nach den aus ver- 
schiedenen Arbeitskreisen bis jetzt vorliegenden Ergebnissen ver- 
neint werden. 

Da sich aus den im vorhergehenden erwiihnten Forschungen 
des letzten Jahres, unter welchen besonders die Beitriige von 
Abderhalden, Bergmann, Herken, Maschmann und 
Bamann zu nennen sind, deutlich gezeigt hat, dab bei den 
d-Peptidasen eine ausgepriigte, 1m einzelnen noch wenig bekannte 
Spezititiit vorliegt so ist es immerhin noch méglich, da sich 
gewisse, spezielle d-Peptid-Spaltungen fiir Krebsseren spezitisch 
erweisen. 

2. Die von Herken und Erxleben zur Priifung der d-Peptid- 
Spaltung in carcinomatésen Seren eingefiihrte manometrische 
Methode (Verwendung von d-Aminosiiureoxydase nach Krebs), 
erweist sich als eine fiir die Untersuchung der Tripeptidspaltung 
sehr wertvolle Erginzung der iilteren Methoden. 

Bei der Verwendung von d-Leucyl-glycin als Substrat ergeben 
sich mit dieser Methode Komplikationen. Dieselben beruhen ver- 
mutlich darauf, daB der Nierenextrakt, durch welchen die d-Amino- 
siureoxydase hinzugefiigt wird, eine d-Dipeptidase enthiilt (vgl. 
S. 145). 
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Beziiglich der Mangan-Aktivierung der Peptidasen haben 
wir nur ein kleines Versuchsmaterial. Wie schon aus Versuchen 
von Maschmann u.a. hervorgeht, tritt diese Aktivierung in ver- 
schiedenen Seren in sehr verschiedenem Grad auf, besonders 
klein scheint sie in Menschenseren zu sein; an einem normalen 
Menschenserum fanden wir die an sich sehr geringe Leucyl- 
elycyl-glycinspaltung nicht erhéht. In normalen Rattenseren war 
die Mn-Aktivierung der Tripeptidspaltung nur unbedeutend. 


Herr Oberarzt Dozent Dr. G. Nylin hat unsere Arbeit durch 
Uberlassung von zahlreichen ‘Tumorseren wesentlich unterstiitzt: 
wir sprechen ihm dafiir auch hier unseren besten Dank aus. 


Friulein Inga Pettersson danken wir auch hier bestens 
fiir die wertvolle experimentelle Mitarbeit. 
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Die Bleibestimmung im Knochen auf polarographischem Wege 
Von 
E. Weinig 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin und Kriminalistik der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Januar 1942) 


Obgleich das Blei als regelmiBiger Bestandteil des menschlichen 
Koérpers seit langem bekannt und zahlreichen Untersuchungen 
unterzogen worden ist, ist die theoretisch und praktisch iiberaus 
bedeutungsvolle Frage nach seiner EKinwirkung auf den Knochen, 
der Hauptablagerungsstelle des Bleis, keineswegs geklirt. Das 
beruht zu einem grofen Teil darauf, daB es bisher sehr schwierig 
war, Blei in kleinen und kleinsten Knochenteilen mit geniigender 
Exaktheit quantitativ nachzuweisen. 


Unter den zahlreichen Methoden zur Bleibestimmung im Knochen ist 
die von P. Schmidt und F. Weyrauch®) im Laufe der Zeit entwickelte 
als die bewiihrteste anzusehen. Nach diesem Verfahren fiihrt man eine 
Veraschung des Knochens durch 10stiindiges Erhitzen im Mutfelofen, nicht 
iiber 550°, durch, list 3 g der erhaltenen Asche in Salpetersiiure, gegebenen- 
falls unter Zusatz von Perhydrol, verdiinnt mit Wasser, neutralisiert mit 
Ammoniak, setzt wenig Essigsiiure zu und fiihrt eine Fiillung mit Kalium- 
oxalat durch. Hierbei wird innerhalb geringer Fehlergrenzen das gesamte 
Blei mitgerissen. Der Niederschlag wird nach Stehen iiber Nacht und 
kurzem Aufkochen mittels Goochtiegels abfiltriert, zur Zerstérung des Oxa- 
lats 4 Stunden im Mutfelofen erhitzt und schlieBlich in Salpetersiiure gelést. 
Nun wird Kupfersulfat zugesetzt, bei sechwach alkalischer Reaktion Schwefel- 
wasserstoff eingeleitet und die Lésung unter Schwefelwasserstottdruck iiber 
Nacht stehen gelassen. Nach dem Filtrieren des’  Schwefelwasserstott- 
niederschlags wird Eisen und Mangan abgetrennt und elektrolysiert. Das 
anodisch abgeschiedene Bleisuperoxyd wird schlieBlich in Eisessig unter 
Zusatz von Tetramethyldiaminodiphenylmethan gelést und die Lésung kolori 
metrisch untersucht. 


Ks ist ersichtlich, daB diese Methode, wie auch die meisten 
ubrigen, recht umstiindlich und langwierig ist und verhiltnismiBig 
grobe Mengen von Ausgangsmaterial benétigt. Somit ist ihre Ver- 
wendung zur serienmiBbigen Bestimmung und daher zur umfassenden 
Erforschung des Bleis und seiner Wirkung auf den Knochen sehr 
erschwert. 
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Bei der Suche nach einem der Methode von Schmidt- 
Weyrauch iiberlegenen Verfahren ist an die polarographische 
Analyse gedacht worden, die sich uns inzwischen als ein aus- 
gezeichnetes Hilfsmittel zum Nachweis bei den verschiedensten 
toxikologischen und gerichtsmedizinischen Fragen bewiihrt hat. 
Vor allem hat sie sich nach den Erfahrungen bei der Bestimmung 
des Bleis im Blut [Forche*, Weinig*)} und in menschlichen 
Organen [Weinig’)| als besonders aussichtsreich erwiesen. Es 
war jedoch zu bedenken, da8 bei dem Zerstirungverfahren fiir 
Blut und Organe Schwefelsiure in Anwendung kommt, die zu 
einer betriichtlichen Calciumsulfat-Bildung fiihrt. Wihrend sich 
nun in calciumarmen Organen das Blei mittels Seignettesalzlésung 
aus dem Riickstand quantitativ extrahieren liBt, besteht beim 
Knochen die Gefahr, daB sehr viel Blei zuriickgehalten wird. 
Dieser Weg wurde deshalb verworfen. Es ist dafiir nach einer 
Moglichkeit gesucht worden, Blei und Calcium in Form léslicher 
Salze zu erhalten; denn die polarographische Methode erlaubt es, 
wenige Gainma Blei in einer calciumreichen Lésung zu bestimmen, 
weil die Zersetzungsspannungen von Blei und Calcium sehr weit 
auseinanderliegen. Diese ‘Tatsache hat Johannsmeier*) als 
Grundlage fiir eine einfache polarographische Bestimmung des 
Bleis im Knochen benutzt. Bei der Nachprifung dieser Methode 
an calciumreichen Organen zeigte es sich jedoch, daB bei der 
Zerstérung der organischen Substanz mit Perchlorsiiure gelegentlich 
Verpuffungen und bei der Lésung des Riickstandes in verdiinnter 
Salzsiiure gewisse Schwierigkeiten auftreten kénnen, wodurch die 
quantitative Erfassung des Bleis nicht immer gewihrleistet ist. 
Aus diesem Grunde ist von der serienmiBigen Verwendung dieser 
Methode abgesehen und auf eine Anlehnung an die Methode von 
Schmidt-Weyrauch bis zur Oxalatfillung zugekommen worden. 

Die von uns ausgearbeitete polarographische Bleibestimmungs- 
methode im Knochen vermeidet aber hierbei nicht nur die um- 
stiindliche Abscheidung des Bleis von andern Kationen, sondern 
macht auch die umstrittene anodische Oxydation des Bleis iiber- 
Hliissig. Als weiterer wichtiger Fortschritt hat sich herausgestellt, 
daB als Ausgangsmenge nur 0,2 g unter Umstinden nur 0,1 g 
Knochenasche bendtigt wird. Hierdurch ist es in weit héherem 
Mage als friiher méglich, auf topographisch eng begrenzten Stellen 
Vergleichsuntersuchungen anzustellen. Gleichzeitig hat sich dabei 
die methodische Vereinfachung herausgestellt, daB der Oxalat- 
niederschlag durch Zentrifugieren statt durch Filtrieren abgetrennt 
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werden kann. Somit ergibt sich der weitere Vorteil, daB die 
sesamte chemische Vorbehandlung des Knochens bis zum Polaro- 
eraphieren in ein und demselben Gefiif, einem schwer schmelzbaren 
Zentrifugenglas, durchgefiithrt werden kann. 


Prinzip der polarographischen Bleibestimmung 
Der nach dem Vergliihen des Oxalatniederschlags gewonnene 
Riickstand wird in wenig Koénigswasser gelést und die Liésung 
eingedampft. Der erhaltene Riickstand, der nun blei und Calcium 
in Form léslicher Salze enthilt, wird mit einer bestimmten Menge 
angesiiuerten Wassers versetzt. Diese Loésung wird nach Be- 
freiung vom Luftsauerstoft polarographiert. 
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Die Untersuchungen sind von uns mit dem Polarographen 
von EK. Leybolds Nachf,, Kéln, Modell 35, unter Verwendung des 
Leyboldschen Gegenstromgeriites vorgenommen worden. (Kmpfind- 
lichkeit '/,, Galvanometerabstand statt 0.8 m 1.6 m.) Dabei haben 
sich Stromspannungskurven in Form von sogenannten Polaro- 
grammenergeben. Das Prinzip der von Heyrovsky °) inaugurierten 
polarographischen Bestimmung ist an anderer Stelle dieser Zeit- 
schritt im Rahmen yon EiweiBuntersuchungen von Tropp®) ein- 
gehend beschrieben worden, so daB sich hier eine nochmalige 
Darstellung eriibrigt. Zum Verstiindnis sei nur so viel angefiihrt, 
daB der Beginn einer polarographischen Stufe qualitativen und 








Die Bleibestimmoung im Knochen aut polarovraphischem Wee 16] 


die Hihe der Stufe quantitativen AutschluB gibt. Zur Auswertung 
der Polarogramme werden Eichdiagramme angelegt, bei dener 
die Abszissenwerte Bleikonzentrationen und die Ordinatenwerte 
Stutenhéhen in Millimeter angeben. so dab sich der Bleigehalt 
des Knochens aus der Stutenhéhe olne weiteres ergibt. Zur 
Darstellung des Eichdiagramms wird einer salpetersauren Lisune 
eines Knochens eine Bleinitratlbsung von bekanntem Gehalt 
steigenden Meneven zugesetzt. Die 


dem Wknochen zugehébrig 
Stufenhéhe ist von der erhaltenen Gesamthdhe der Stufen 
leerwert jeweils in Abzug zu bringen. Hierbel erhalt 
in Fie. L dargestellte Kiehdiagramm. 

Die so gewonnenen Ergebnisse stellen sowohl den Beleg datii: 
dar, daB das Blei quantitativ wieder auttindbar ist. als auch, dat 
die festgestellten Bleimengen zu den Stutenhoéher 


alls 


Wan das 


in linearer Re- 
ziehung stehen. Von der Eichgeraden weichen die Werte gelegent- 
lich mit einer Streuung von hochstens + 10°. ab. 
Beispiel einer Analyse. 0.2 & Knochenasche werden in einem SO ce 
fussenden schwer sehmelzbaren Zentrifug@englas Gun besten aus Quarz) it 
ecur HNO) konzentriert unter Erwiirmnen 
velOst. Falls es notwendig@ ist. werden zur 
Kiiirung der Losung einige Tropten Perhydro 
zuvetiiet. Nach Zusatz von 24 ce¢em Aqua clestil 
lata wird NEL. konzentriert bis zum Uin 
s¢hiag yon Methylrotpapier zugegeben iid 
hieraut wird omit O.2 cem  Essigsiiure (1: 1 
und 2O com Aqua destillata versetzt. Unter 
Uinrithren werden troptenweise 2 cem ee 
sittiote Kaliumoxalatlisune zugetiior mac mach 
Stehen tiber Nacht oder inindestens  iiher 
6 Stunden wird der cntstandene Niederschlac 
rentrifugiert und die tiberstehende  Loésune 


abevecgossen. Das Sediment wird mut) emer 

: ! rig. 2 
! wen Losunge Von Anmmonoxaliat dretninl 
autcewirbelt zentriftuciert und dekantiert. 


Der nach dem letzten Zentritugieren erhaltene Niedersehlac wird be} 
110 Stunde getrocknet und dann tm Mutteloten df Stunden bei hOchstens 
YOO erhitzt. Der verbleibende Riickstand., der 


eme werbe bis) sehwael 
veelbhche Farbe hat. wird mit) 1 eem 


KoOnigswiasser versetzt und 
dem Sandbad vorsielhtig bis zur Vrockne erhitzt 
Tropten  konzentrierter | Salzsiiure 


aut 
und in 2 cem omit) einem 
angesiterten  Wassers  celost. Vion 


dieser Losung wird ein Teil in’ ein’ Geriit. das ouach dem Prinzip 


der Flitssigkeitszerstiinubung arbeiter. unter Stickstotfzutuhr vow Luttsaiuer 
stoft befreit und ansehliebend in’ einem neuen Elektrolvsiergetib polaro 
craphiert, Die genannten Geriite, die you Weinig?) angegveben worde 
sind, ermoglchen einerseits die Befreiunge der Losiine vou Sauerstott inner 
halb einer Minute und andererseits ein bedeutend eintacheres Arbeiten bein 


Hoppe-Sevler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Polarographieren. Dureh die Kombination dieser Apparate ist eine weitere 
Vorbedingung fiir seriemmiibige Bleibestimmungen im Knochen gegeben, 
Das in Fig. 2 wiedergegebene Polarogramm hat eine Stufenhohe von 
24am, die einem Gehalt von 8.6 Gamma Blei in 0.2 ¢ Knochenasche ent 
spricht. (Beginn der Kurve bei — 0.5 Volt, Gesamtspannung 2 Volt. 


Zusammenfassung 

lie polarographische Methode zur Bestimmung des Bleis im 
Knochen zeichnet sich gegeniiber den anderen Vertahrenm cach 
die geringe Menge des Ausgangsmaterials, durch die Eintachheit 
der chemischen Vorbehandlung und durch die Vermeidung eine? 
Gefiihrdung des Analysengutes aus. Da die polarographische 
Untersuchung selbst sich automatisch vollzieht, ist diese Methode 
auch weitgehend unabhiingig vom Untersucher. Zu betonen ist, 
dab dic erhaltenen Stromspannungskurven die Eindeutigkeit der 
Ergebnisse gewithrleisten und eine wertvolle Veranschaulichung 
der Befunde erlauben. Es wird ein Analysenbeispiel angefiihrt, 
das erkennen libt, dab die polarographische Methode allen bis- 
herigen Verfahren, die das Blei mit Hilfe von Farbreaktionen 
feststellen, iiberlegen ist und somit in héherem Mabe als bisher 
die Loisung der noch offenen Fragen auf dem Gebiete der Blei- 
vergiftung zu fordern vermag. 
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Zur Kenntnis des intermedidren Stoffwechsels des Histidins 


», Mitteilune 


\ 
\ 


Ss. Edlbacher und H. von Bidder 


Wie aus den bisherigen Mitteilungen hervorgeht!), wird das 
|-Histidin durch ein in der Leber aller bisher untersuchten Wirbel- 
tiere vorkommendes Ferment, die Histidase, hydrolytisch gespalten, 
wobei die nachherige Folinsche Bestimmung ergibt, daB ein Aqui- 
valent Stickstoff als Ammoniak in Freiheit gesetzt wird. In der 
Losung betinden sich dann verschiedene bisher noch nicht isolier- 
bare Zwischenprodukte, welche beim starken Alkalisieren mit Natron- 
lauge ein zweites Aquivalent Ammoniak abspalten. Untersucht man 
die weiteren Spaltprodukte, so tindet nan auberdem noch Ameisen- 
siure und. natiirliche 1-Glutaminsiiure. E. Abderhalden?) hat 
diesen Betund ebenfalls bestitigen kémunen. Dieser enzvmatische 
und chemische Zertall des Histidins wurde von uns schon in der 
wweiten Mitteilung*) in der tolgenden Gleichung zusammengefabt 


CU kioms? LH.0 — €.H AG, HCOOT + 2NI 


Die Tatsache, dab bei dieser Spaltungsreaktion die natiirliche 
Moditikation der Glutaminsiiure entsteht, lieb es als wahrscheinlich 
erscheinen, dab keine Desaminierung am @-C-Atom erfolgt, sondern 
dab} der erste Angriff der Histidase gleich zu einer Offnung des 
lnidazolrings tiihrt, und dai dann dabei iiber verschiedene Zwischen- 
produkte Formylglutamin gebildet wird. Dieses lait sich dann 
unter Abspaltung von Ammoniak und Ameisensiiure in 1-Glutamin- 
siure tibertiihren. Gemeinsam mit Neber*) konnte in der vierten 


Diese Z. 197, 106 (1926): 191, 225 (1930): 193, 267 (1931): 224, 261 (1934). 
Diese Z. 200, ST (19S). 
Diese Z. 191, 23S dG3). '. Diese Z. 224. 261 (1934). 
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Mitteilung gezeigt werden, dab durch Kinwirkung von Wasser- 
stoffsuperoxvd aut die enzymatische Zersetzungstliissigkeit aus 
Histidin Bernsteinsiiurehalbaldehyd erhalten wird. Bernsteinsiiure- 
halbaldehvd konnte andererseits auch durch Einwirkung von 
Wasserstofisuperoxyd auf Glutaminsiiure erhalten werden, unc 
zwar sowohl aus Glutaminsiiure. die aus der Histidasespaltuny 
stammite. als auch solcher, die aus Kiweib gewonnen war. 

Gegen die Annahme einer primiiren Offnung des Imidazo!l- 
ringes war einzuwenden, dab schon in der zweiten und = dritte 
Mitteilung (a. a. O.) darauf hingewiesen wurde, dab bei der enzy- 
matischen Spaltung der nach van Slyke bestimmbare Amino- 
Stickstotft fast zum Nullwert herabsinkt und bei nachtrigliche: 
Behandlung mit Salzsiiure wieder auftritt. Nach dieser Salzsiiure- 
behandlung ist also wieder |), des Histidin-Stickstotis als primiire 
Aminogruppe vorhanden, Wir haben diese eigentiimliche Tatsache 
dadurch erklirt, da& zwischen der ¢v-Aminogruppe und dem ge- 
spaltenen lnidazolring eine lactimiihnliche Bindung  zustande 
kommt, die bei uachtriglhcher Behandlung mit Alkahen oder 
Siiuren wieder aufspaltet. Diese Patsache Libt natiirlich auch 
noch die Mdéglichkeit often, dal schon beim ersten Angrifi 
des Enzyms aut die Aminosiiure eine @-Desaminierung = statt- 
tindet. 

Kine solche hydrolytische @-Desaminierung miiBte zuniichs: 
zur Bildung von Imidazolmilehsiture oder Urocaninsiiure§ ftiihren. 
Nun untersuchten wir zu wiederholten Malen die Spaltung det 
Imidazolmilchsiiure mit negativem Resultat. Von Uroecaninsiiure 
stand uns damals nur eime ganz kleine Menge zur Vertiigune. 
und wir untersuchten die Ammoniakbildung aus Urocaninsiure 
durch Leberextrakt nur durch nachtriigliches Alkalisieren mit 
Natriumearbonat. Das erwies sich damals als negatiy. Wi 
werden aut das Verhalten der Urocaninsiiure weiter unten aus- 
fiihrlich zuriickkommen. 

Andererseits haben Kotake und WKonishi?) festgestellt, dat 
nach Verabreichung von gréberen Mengen Histidin an Hunde im 
Harn sich Urocaninsiiure auftinden libt. Kivyokawa gibt an, dat 
auch bei Verabreichung von Histidin an Waninchen im Harn 
Urocaninsiiure auttritt. Wir haben zum Teil mit H. Baur und 
H. R. Staehelin’) bet Hunden und Kaninchen vergeblich die 


Diese Z. 1238, 230 (1922 


Diese Z. PIO. 165 (1941). 
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Urocaninsaiure im Harn nachzuweisen versucht. Es ist uns trotz 
vielfacher Versuche niemals gelungen. Kotake und Mitarbeiter’) 
teilen nun mit, daB bei der enzymatischen Spaltung des Histidins 
durch Leberextrakt Urocaninsiure als Zwischenprodukt isoliert 
wurde. Weiterhin haben Sera und Yada?) aut Anregung von 
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Kotake in der Leber ein Enzym gefunden, welches die Urocanin- 
siiure zerlegt und zwar unter Bildung von d.l-fsoglutamin. Diese 
Angaben der japanischen Forscher und unsere friihere Beobach- 
tung iiber das Verschwinden des nach van Slyke bestimmbaren 
Amino-Stickstoffs withrend der Reaktion, veranlaBten uns das 
ganze Problem einer neuerlichen Untersuchung zu unterziehen. 

Demnach untersuchten wir: 

1. das Auftreten von Urocaninsiiure nach oraler und paren- 
teraler Verabreichung yon Histidin an Hunden und Kaninchen., 


2. wurden die Angaben der japanischen Forscher nachgepritt, 


ob bei vorzeitigem Unterbrechen der enzymatischen Histidasespaltung 
aus der Reaktionstliissigkeit sich Urocaninsiiure isolieren libt, 

3. wurde der EintluB von Leberextrakt auf Urocaninsiiure 
einer Priifung unterzogen. 


Versuche zur Isolierung von Urocaninsaure aus Hunde- 
und Kaninchenharn 


Beispiel eines Versuchs. Ein Hund von to ke Gewicht bekam 
tivlich eime Nahrung yon 200 ¢ Reis gekoeht, und 200 e VPrerdetleiseh, 
Nach einer Vorperiode wurden dann, wie in der Tabelle angegeben, tighe! 
steigende Mengen von Histidinchlorhydrat der Nahrung zugesetzt. Es wurde 
sorgtiltig darauf geaehtet, dab das Tier das eanze Futter suttratb. Der 
tigliche Harn wurde jeweils auf dem Wasserbad unter Autblasen yon 
warmer Lutt zim Sirup eingeengt, dieser Samal mit 200 ccm Alkohol zum 
Sieden erhitzt und die alkoholische Lésung abgegossen. Die vereinigten 
alkoholischen Extrakte wurden vom Alkohol abdestilliert und der Riickstand 
auf dem Wasserbad eingedamptt. Nach dem Erkalten erstarrte derselbe. 
Mr bestand gréBtenteils aus Harnstott Diesem Plarnstott wurde so viel 
kaltes Wasser zugesetzt, dak oer gerade in Lésune ging. Es verblieb nour 
ein minimaler Ritekstand, der sich als anorganiseh erwies.  Urocaninsiiure 
konnte nicht nachgcewiesen werden. Kotake und Konishi iai.a. On) ceben 
an, dab sie ber der [solierune der Uroeaninsiure die Tlarnstothlosiune amit 
trischeetiilltem Napferhyvdroxvd versetzten und den Kupterniederschlag mit 
Schwetelwasserstott zerlecten, bein Kinengen des Filtrats erhielten sie dani 


Urocaninsiitre. In wiederholten Versuchen wurde such diese Methode 


priitt. Es lief sich keine Urocaninsiiure isolieren. Dai die Versuche sm 
Kaninchen ino ganz dihnlicher Weise durcheetithrt wurden. mur iit) den 
Unterschied, dati die Kaninehen Ritben als Futter erhielten und tdhnen das 


neutralisierte Histidin in subeutaner Injektion verabreicht wurde. verzichten 
wir auf ihre Wiedergabe. 


In der oben erwihnten Arbeit mit H. Baur und H. Rh. Stae- 
helin konnten wir im Gegensatz dazu zeigen, dab Waninchen, 
denen Histidin subcutan injiziert worden war, von einer be- 
stimmten Menge Histidin an. dasselbe unveriindert im Harn aus- 
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schieden, eine Beobachtung, die auch E. Abderhalden und 
Hanson?!) gemacht haben. Wir haben schon in der friiheren 
Mitteilung darauf hingewiesen, daB moglicherweise die europiiischen 
Tiere sich anders verhalten als die jJapanischen, denn sonst ist es 
nicht erklirbar, warum es uns miemals gelungen ist, Urocanin- 
siiure zu isolieren. In dieser Hinsicht sei an die Isolierung der 
Kynurensiure erinnert, welche auch nur bei bestimmten Hunde- 
arten aufzutreten scheint. 


Ifund von Ili kg Gewicht 
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Versuche zur Isolierung von Urocaninsaure als Zwischenprodukte 
der Histidasespaltung 


Sera und Yada geben an, dab die Urocaninsiiure aut folgende 
Weise erhalten wurde: ..Die Einwirkung der Histidase aut Histidin 
wurde zu einem Zeitpunkt unterbrochen, wo das zugesetzte Histidin 
noch zum Teil unveriindert zuriickgeblieben war. Die Spalttliissigkeit 
wurde dann mit Bleiessig gefillt und das Filtrat vom Blei durch 
Schwetelwasserstot? befreit, bei vermindertem Druck eingedampft, 
wobei zunichst Urocaninsiiure ausgeschieden wurde.“  Weiterhin 
veben sie an, dab aus der Mutterlauge mit Salzsiiure d,l-lsoglutamin- 
chlorhydrat isoliert werden konnte. Die Versuche wurden mit 
Iatzen- und NKaninchenleber durchgetihrt. Als Beispiele solcher 
Versuche, die wie alle derartigen vollkommen negativ verliefen, 
bringen wir die tolgenden: 
vig Katzenleber wurden mit S00 cem om 15-Phosphatputter p), 5.00 und 
(duarz fein verrieben, auszentrifugiert, und dazu eine neutrale Losung von 
3 ¢@ |-Histidinchlorhyvdrat dloffmann-La Roche) zugegeben. Die ganze 
Fliissigkeit wurde aut 1500 een it Phosphatputter p,,S.0 verdiinnt. Der 
Putter war vorher auf 38° erwiinnt. Der Gesamtansatz wurde unter Toluol 
bei SS" S Stunden digeriert. Dann wurde die Menge des noch vorhandenen 
Histidins auf stuf nphotometrischem Wege not p-Chloranilin bestimmt, wie 
das S. Edlbacher. H. Baur, TH. RoStaehelin und A. Zeller’) beschrieben 
haben. Es ergab sich eine Abnahme von 55 Gdeichzeitig wurde in 20 ceem 
der Spalttliissigkeit nach dem Alkalisieren mit Lauge das gebildete Ammoniak 
naeh Folin bestimint. Bei dieser Bestinmnune ergab sieh ein Abbau des 
Histidin von 56.7 unter der Annahme, dab 2 Stickstottatome bei dieser 
Bestimmungsart als Ammoniak auftreten. Wie ersichtheh stimmen also beide 
Werte ausgezeichnet iiberein. Nun wurde die Reaktionstliissigkeit aut dem 
Wasserbad zur Koagulation des Eiweiles erhitzt. dureh ein’ Faltentilter 
filtriert. abgekiihlt und mit total 50c¢em Plumbuin subaceticun solutum duplex 
cetillt, Die Fiillung wurde iiber Nacht absitzen gelassen, die Fliissi¢keit 
ibvegossen und der Rest dureh ein 3 taches Filter ceceben, Das Fultrat 
wurde mit Schwetelwasserstot® behandelt, dieser dureh Lutt vertrieben. vom 
Bleisulfid abgesaugt und das Filtrat im Vakuim auf ein Volumen yon etwa 
(’eem eingeengt. Bei der hervorragenden Scehwerléslichkeit der Urocanin 
siure hiitten auch ganz geringe Spuren in den charakteristisch flimmernden 
Nadeln auskrystallisieren miissen. Die Losung wurde 4 ‘Page im Eissehrank 
stehen celassen, ohne dab eine Kry stallisation eintrat. Auch nach dem An 
imapten mit einer Spur Urocaninsiiure entstand keine Krvystallisation. Zur 
Darstellung des sehwerléslichen Urocaninsiurenitrats wurde die Losune mit 
Salpetersiiure versetzt, wobei ebeutalls keine Krvstallisation eintrat. Der 
Versuch verlief also negativ. Als Beispiel eines weiteren Versuchs diene 


ler tolvende: 


Diese Z. 270, 158 (194)). 
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Es wurden lite Katzenleber mit O50 cem om 15-Phosphatpufter pj), S,0 
and Quarz verrieben und die auszentritugierte Losung nit ¢ g¢ neutralisiertem 
Histidinchlorhydrat aut ein “Potalvolumen vou 600 cem gebracht. Nach 
14 stiindiger Reaktionsdauer bei 38° unter Toluol wurde ein enzymatischer 
Abban von 60° anf kolorimetrischem Wege ermittelt. Nun wurde die 
Bleiessigtiillung wie beim ersten Versuch durehgetiihrt. Die auf etwa 200ccm 
eiIngeengte Lésunge wurde nun auf S00cem verdiinnt und bei schwach soda- 
atikaliseher Reaktion mit heiber konzentrierter alkoholischer (uecksilber- 
ehloridlésung getillt, abgesaugt, mit Sehwetelwasserstof? zerlegct. Die vom 
(duecksilbersultid betreite Losung wurde auf 200c¢cem eingeengt, mit alkoho- 
ischer Pikrolonsdure getillt und bei der Zerlegune des Pikrolonats wurde 
reines Histidinehlorhvdrat erhalten. Uroceanimsiiure konnte ebenfalls nicht 
eefunden werden. In gleicher Weise wurden auch Versuche mit Kaninehen 
leber durchgetiihrt. aber auch Jier gelang es nicht, Uroeaninsiiure zi iso 
hheren, Es werden auch Versuche ohne Toluol angesetzt., dabei trat. wie 
uo erwarten. starke Fiiulnis ein, und es konnten aus dem Reaktionsgemiseh 
erobe Mengen von THlistamin isohert werden, wie das D. Ackermann 


schon angeceben Iiart. 


Zusammentassend libt sich auch iiber die hier nicht mit- 
geteilten zahlreichen Versuche sagen, dali es niemals moglich war. 


lrocaninsiture zu tassen. 


Enzymatischer Abbau der Urocaninsaure 


liese erwihnten negativen Ergebnisse zur Isolierung der 
i rocaninsiure als Zwischenprodukt einerseits und die Angaben 
fer japanischen Autoren iiber das Auttreten eines die Urocanin- 
siiure spaltenden Enzyms in der Leber andererseits, veranlabten 
ins nun die Urocaninsiure selbst in bezug aut ihre Spaltfihigkeit 
zu priifen. Wird Urocaninsiure in Phosphatpuffer p,, 8,0 mit 
Siugerleberextrakt bei 38° digeriert, so kann man nach Ent- 
eiweibunge der Reaktionstliissigkeit durch Abkochen ebentalls auf 
photometrischei Wege mit p-Chloranilin eine Abnahme der Imida- 
zolwerte teststellen. Wir beschreiben zuniichst die Aufstellung 
einer photometrischen Standardkurve tiir die Bestimmung der 
| rocaninsiiure. Die Methode lehnt sich vollkommen an die von 
Edlbacher, Baur, H. R. Staehelin und Zeller (a. a. 0.) be- 
schriebene Histidinbestimmung an. Auch hier wird durch Kuppe- 
lung mit diazotiertem p-Chloranilin und Verwendung von Filter 845 
eine geradlinige Eichkurve erhalten. Da die Urocaninsiiurebestim- 
mung genau so ausgetiihrt wird wie die Histidinbestimmung ver- 
zichten wir auf ihre Wiedergabe. 


Diese Z. Go. 504 (1910). 
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Beispiel einer Kichkurve: 
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Beispiel der Abnahme der stufenphotometrischen Imidazolwerte 
wahrend der Spaltung von Urocaninsaure und Histidin 
(Og Meerschweinchenleber werden mit Quarz und der dtachen Meng 


m/ 15 Phosphatputter Pry 0 verrieben, zentrittueiert und in je drei Rundkolbe: 
zu DOO cem wurde vemischt: 


I I] 111 
eOcem Enzvin eOeem Enzvin seem Enzvin 
2S) ., m 10-Uroeaninsiiure | 28 ,.0 om 1LO-l-Pistidin} 21000 .. Putter py, ss 
Is2.,,) Putter py, 8.0 IS2.0...) Putter py 5.0 PO, Polnel 
|) ae ‘Toluol ys | Toluol 


Urocaninsiiure und Histidinlésung warden in Phosphatputter gelost un 
mit NaOH auf py SO gebracht. 

Nach den in der ersten Nolonne angegebenen Zeiten wurden aus der 
3) Kolben je 20 cem fiir die beiden Ammoniakbestimuungen (sogenannter 
Lanugen- und Soda-Folin) und je 5 cem fiir die stafenphotometrische Bestin 
mung entnommen. Fir) diese letztere wurden die 5S cem Fliissigkeit in 
siedenden Wasserbad koaguliert, filtriert wid das Piltrat auf das 10 faehe 
verdiinnt. In der tolgenden Tabelle sind im ersten Stab die Zeiten, in 
zweiten Stab die noch getundene Menge san Urocaninsfitre und Histidiu 
in Milligramon pro Kubikzentimeter der unverdiinnten Losunge sngecebern 
Man sieht daraus, dab tatsiichlich iit) fortsehreitender Spaltungszeit dis 
kolorimetrischen Werte fiir Urocenninsiiure wie fiir |-Dlistidin bis) fast sit 
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Null absinken. In der letzten Kolonne findet sich jeweils die Menge des 
zersetzten Substrates in Prozent avuseedriickt. 
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In der folgenden Tabelle wird nun das Verhalten derselben 
Zersetzungstliissigkeit bei der Bestimmung des evebildeten Ammo- 
uiaks nach der Folinschen Methode gezeigt. Im ersten Stab 
stehen wieder die Zeiten und dann bei jedem Substrat in de: 
ersten Kolonne der Wert tiir den Soda-Folin, in der zweiten Kolonne 
der Wert fiir den Laugen-Folin. Hinter jedem Stab der Laugen- 
werte tinden sich diese Ammoniakwerte in Prozent des zersetzten 
Substrats. Die Leerwerte wurden jeweils abgezogen. 














l Hs 11 aie II] 
; Urocaninsiiure | zersetzte Hlistidin ; Kontrolle 
Zeit . ‘ setztes 
Urocanin- Histidin 
Soda Luuge siiure Soda Lauge Soda Laue 
Sotort 0.1 0.3 0) 0,20 0,25 0,2 0,25 
Nach 3 Std. } Q.05 a cy 1.55 2.65 13,3 02 § 03 
Oe 5 O25 2.40 245 2.80 55D Poa 0,25 Q).; 
> . O00) 3.55 35,5 10 S00 14.1 0,20 | 0,7 
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Beim Vergleich der beiden Tabellen zeigt sich das Folgende: 

1. Wie das schon immer vezeigt wurde, sind beim Histidin 
die Laugenwerte ungefihr doppelt so hoch wie die Sodawerte. 
was aussagt. dab durch Alkalisieren mit Lauge ein zweites 
N-Aquivalent als Ammoniak freigemacht wird. 

2. Urocaninsiiure spaltet nach Digerieren mit Leberextrakt 
und Alkalisieren mit Soda kein Ammoniak ab, sondern gibt erst 
nach dem starken Alkalisieren mit Natronlauge ein Aquivalent 
Stickstoftf als Ammoniak ab. Wie aus dem Vergleich der Prozent- 
zahlen fiir die kolorimetrischen und titrimetrischen Bestimmungen 
hervorgeht. erfolet der Abbau in dem Sinn. daB parallel mit dem 
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Auttreten des durch die Spaltung gewonnenen Ammoniaks dic 
Photometerwerte ebenfalls absinken. Daraus ist also der Schlub 
zu ziehen, dab bei der Kinwirkung von Leberextrakt aut Urocanin- 
siure eine Offnung des Imidazolrings statttindet, daB dabei aber 
kein Ammoniak enzymatisch freigemacht wird, sondern dab ein 
leicht zersetzliches Zwischenprodukt gebildet wird, welches beim 
\lkalisieren mit Lauge ein Stickstoffiiquivalent als Ammoniak 
bestimmbar macht. Diese Versuche wurden vielfach wiederholt 
ind gaben immer wieder das gleiche Resultat. 


Diese Urocaninsiurespaltung konnte sleicher Weise wie 


in der Meerschweinchenleber, in den Lebern von Rattten, Nanin- 
chen und Tauben nachgewiesen werden, wie das aus der folgenden 
Tabelle hervorgeht. Es wurde wie oben vertahren, indem die mit 
vier Teilen m/15-Phosphatpufter p,, 5,0 verriebene Leber 20 Stunden 
lang bei 38° aut m 10-Urocaninsiiurelésung einwirken gelassen 
wurde. Als Kontrolle fiir die Wirksamkeit des Enzymextrakts 
wurden jedesmal auch Proben mit |-Histidin muitgetiihrt. 
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In unseren tritheren Versuchen konnten wir zeigen’), dab 
die Spaltung des 1-Histidins durch steigende Mengen des un- 
natiirlichen Antipoden bis fast auf Null gehemmt werden kann. 
Das Enzym wird nach unserer Annahme durch den Uberschub 
des unnatiirlichen Antipoden blockiert. Wir bezeichnen diese 
Hemmung als antipodische Hemmung. Wir konnten diese anti- 


podische Hemmung auch fiir die Darmpeptidase zeigen?) in Uber- 


Diese Z. 265. 61 (1940). Diese Z. 270. 


176 (1941). 
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einstimmung mit Versuchen von Bamann!), der diese antipodische 
Hemmung der Dipeptidase bei tierischen Organpeptidasen nach- 
vewiesen hat. Auch Werle®) konnte fiir die Histidindecarboxylase 
in der Niere eine solche antipodische Hemmune durch d-Histidin 
nachweisen. Wir gaben nun zu Histidase einerseits 1-Histidin 
und andererseits Urocaninsiiure als Substrat. lieben daraut stei- 
gende Mengen d-Histidin einwirken. und konnten dadurch zeigen, 
daB die Spaltung des |-Histidins gehemmt wird, wihrenddem dic 
vleiche Menge d-Histidin auf die Urocaninsiiurespaltung ohne jeden 


Kintlub ist. 
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Wie dieser Versuch zeigt, wird auch bei 6fachem Uberschul 
von d-Histidin die Urocaninsiiurespaltung nicht beeintluBt. wihrend- 
dem die 1-Histidinspaltung auf fast Null heruntergedriickt wird. 
In unserer friitheren Mitteilung’) konnten wir ferner zeigen, dat 
~peziell bei der Rattenleber die Histidasespaltung durch Brenz- 
traubensiiure auf ungetiihr 50°) gehemmt wird. Wir untersuchter 
nun ebenfalls Histidine und Urocaninsiiurespaltung aut diese 
Hemmung dureh Brenztraubensiiture und konnten zeigen, dab 
auch hier nur die Histidasespaltung nicht die Urocaninsiiure- 
spaltung bei Verwendung von Brenztraubensiiure auf Rattenenzyn 
hbeeintluBt wird. 

Bei weitem nicht so charakteristisch ist der Unterschied de 
Hemmung von Cystein auf die Histidin- und Urocaninsiiurespaltung, 
Wir haben in unserer fritheren Mitteilung*) erwiihnt, daB Cystein 
in starker Verdiinnung aut die Histidasespaltung keinen Kinthub 
hat. In m/100-Konzentration jedoch hat Cystein cinen deutlich 
hemmenden KintluB. Wir verglichen dementsprechend diese Cystein- 


1) Naturw. 29, 515 (1941). *y Biochem. Z. 300, 61 oth. 
Diese Z. Pad, 171 (193%. 
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hemmung in der Weise, wie das oben beschrieben ist. 
es sich, daB- sowohl die Spaltung von 
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Der Vollstiindigkeit halber sei erwiihnt, dab z. b. Semicarbazid 
und Atoxyl aut keine der beiden Spaltungen einen EintluB ausiiben. 


KFaBt man das Ergebnis der hier mitgeteilten Versuche zu- 


sammen, 


SO sieht 


man. daB sich bet Zusatz von d-Histidin und 


speziell bei der Ratte von Brenztraubensiiure Histidin- und Urocanin- 


siiurespaltung voneinander trennen lassen. 





Der umgekehrte Ver- 
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such, die Unterbindung der Urocaninsiiurespaltung bei gleichzeitig 
noch intakter Histidinspaltung, ist uns noch nicht velungen. Aus 
diesen bisher bekannten Tatsachen ist aber mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit die SchluBfolgerung zu ziehen, dal es sich hier 
um zwei verschiedene Fermente handelt. Eines, die eigentliche 
Histidase lilt sich durch d-Histidin und Brenztraubensiiure hem- 
men, wihrend das andere, die .Urocaninase* yon diesen beiden 
[nhibitoren nicht beeinfluBt wird. Diese Untersuchungen bilden 
demnach zuniichst eine Bestiitigung der Angaben der japanischen 
Autoren iiber das Auftreten eines urocaninsiiurespaltenden Enzyms 
n der Siiugerleber'. Die genannten Autoren fiihren aber an, dab 


Si 


bei der Spaltung der Urocaninsiiure d.l-lsoglutamin erhalten 
hiitten. wihrenddem wir bei der Spaltung des Histidins immer 
nur die optisch aktive 1l-Gluitaminsiiure isolieren konnten. Wir 
maben aut Grund dieser Angaben nochmals aus einem Histidin- 
Spaltungsgemisch die Glutaminsiiure isoliert, wie wir das in der 
2. Mitteiluny mit J. Kraus?) schon beschrieben haben. Sie erwies 
sich als reime |-G:lutaminsiiure. Es wire immerhin denkbar ge- 
vesen, dab bei der Autarbeitung des Spaltungsgemischs die d-Modi- 
tikation in den Mutterlaugen geblieben wire. Kogl hat auf diese 
Méghchkeit in seinen Arbeiten iiber die Tumorproteine ausdriick- 
lich hingewiesen, und wir kénnen auch in noch unverétientlichten 
Versuchen zeigen, dafi beim Umkrystallisieren von racemischer 
(slutaminsiiure die unnatiirliche d-Moditikation sich in den Mutter- 
laugen anreichert. Wir haben bei der neuerlichen Darstellung der 
l-(rlutaminsiiure deshalb sorgfiltigst die gesamten Mutterlaugen 
aufgearbeitet und trotzdem nur reine l-Glutaminsiiure getunden. 
Mit der Darstellung von Glutaminsiiure aus Urocaninsiiure sind 
wir gegenwiirtig beschiiftigt. Vorliiutig besteht also eine Diskrepanz 
zwischen den Anschauungen von Kotake und Sera und Yada 
and unseren Betunden, welche im toleenden zusammengetabt sind: 
1. Nimmt man an. dab tatsiichlich der erste Angriff der 
Histidase in einer g-Desaminierung besteht, die zur Bildung von 
imidazolacrylsiiure = Urocaninsiure fithrt. so wird dadurch das 
Asvymmetriezentrum des 1]-Histidins vernichtet. Bei der nach- 
folgenden Spaltung der Urocaninsiiure durch die Urocaninase, 
miiBte dann am s-4-C-Atom neuerdings ein Asymmetriezentrum 
entstehen, wenn |-Glutaminsiiure als Produkt zu fassen ist. 


Kotake. Diese Z 270. 3S (1941). zitiert S. Y. Sera. 
Diese Z. 191, 225 (1930). 
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2. Nach den Angaben der japanischen Autoren bildet sic! 
aber d.l-Isoglutamin. was, wie gesagt. mit unseren Beobachtunge: 
in Widerspruch steht. 

3. Dies liBt die Moéglichkeit otten, dali die Spaltung des 
Histidins vielleicht doch in der you uns angegebenen Weise dure’ 
primiire Offnung des Imidazolrings unter Erhaltung der Asymmetri 
des g-(-Atoms vor sich geht, und dab gleichzeitig in der Lebe 
ein urocaninsiiurespaltendes Enzym vorhanden ist, welches dant 


zur B 


vig 


iidune von racemischer Glutaminsiiure tiihren miibte. 

Ob nun zwei oder mehrere Enzyme vorhanden sind, die al 
diese Spaltungen verursachen, wird von uns gegenwirug unter- 
sucht. Anschliebend modchten wir noch erwihnen. dab wir di 
Frage der Histidinausscheidung withrend der menschlichen Schwan- 
verschatt neuerdings untersucht haben. Wir werden dariiber 
anderem Ort berichten}. 


Zusammenfassung 

l. Es gelingt nicht bei teilwelser Spaltung des Tlistidins 
durch Leberextrakt, aus dem Spaltungsgemisch Urocaninsiiure ls 
Zwischenprodukt zu isolieren. 

2. Bei oraler und parenteraler Verabreichung von groBer 
Mengen von Histidin an Hund und WKaninechen ist es uns nich’ 
velungen, im Harn der Tiere Urocaninsiiure nachzuwelsen. Die- 
ist mbglicherweise aut die verschiedene Reaktionsart des europi- 
ischen Tiermaterials zuriickzutiihren. 

3. Leberextrakte von Meerschweinchen, Ratten. Naninchen 
und Tauben vermégen Urocaninsiiure zu spalten, dabei entsteht 
eine labile Verbindung, welche mit Natronlauge ein Ajuivalent 
Ammoniak abspaltet. Diese Beobachtung bestitigt die Mitteilung 
von Kotake und Sera und Yada. 

4. Die hydrolytische Desaminierung von Histidin dure: 
Rattenleberhistidase wird durch d-Histidin und Brenztrauben- 
siure gehemmt, die Spaltung von Urocaninsiiure nicht. 

» Wenn der hydrolytische Abbau des Histidins in der Leber 
iiber die Urocaninsiiure geht. sind dementsprechend mindestens 
zwei Enzyme anzunehmen, eine eigentliche Histidase und eine 
Urocaninase, wobel noch der Beweis zu tiihren ist. dali die hydro- 
lytische Histidinspaltung tatsiichlich iiber die Urocaninsiiure fiihrt. 


Helvet. chim. Acta 25. 296 (1442 





Eine einfache Methode 
zur getrennten, quantitativen Bestimmung 
von freiem und verestertem Cholesterin im Blutserum 
ohne Digitoninfaillung und Verseifung 
Vov 
Wolfgang Trappe 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologisclen Instituts der Universitat Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Februar 1942) 


A. Einleitung 

Seit der Entdeckung von Windaus!) aus dem Jahre 1909, 
da Sterine mit freier alkoholischer Gruppe im Gegensatz zu 
ihren Estern mit gewissen Saponinen, insbesondere Digitonin, 
schwer lésliche Additionsverbindungen Iilden, wodurch erstmalig 
eine getrennte, quantitative Analyse von freiem und ge- 
bundenem Cholesterin erméglicht wurde, hat die Zahl der 
Veréffentlichungen, welche sich mit der praktischen Anwendung 
dieses Prinzipes auf die Bestimmung der genannten Cholesterin- 
fraktionen in biologischem Material befassen, einen auberordent- 
lichen Umfang erreicht. ‘lrotz der grofien Zahl dieser Arbeiten 
ist jedoch seitdem ein wesentlicher methodischer Fortschritt 
nicht mehr erreicht worden. Der Analysengang ist ziemlich lang- 
wierig, und nur bei sorgfiiltiger Beachtung bestimmter bedingungen, 
denen die methodischen Angaben der Literatur jedoch hautig 
nicht entsprechen, sind richtige Ergebnisse zu erwarten. Aus 
diesen Griinden unterbleiben Analysen der Cholesterinfraktionen, 
z. B. des Blutes in klinischen Laboratorien hiiutig in Fallen, in 
denen soleche durchaus erwiinscht sind. 

Bei unseren bereits an anderer Stelle veréffentlichten, aus- 
gedehnten, systemati.schen Untersuchungen iiber die Adsorbilitit 
verschiedener, in organischen Solventien gelister Lipoid- 
fraktionen aus biologischem Material unter verschiedenen 
Bedingungen”) hat sich u. a. ergeben, da& sehr grofbe Unter- 
schiede in der Adsorptionsaffinitit zwischen verestertem 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 273 Le 
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und freiem Cholesterin bestelhen. Diese Tatsache  er- 
mozlicht es. auf sehr einfachem Wege nach den Prinzipien 
der .fliissigen Chromatographie" durch aufeinanderfolgende 
Anwendung yon Eluenten steigender Elutionskraft nach Mab- 
gabe der .eluotropen Reihe* der Losungsmittel*) eine ein- 
wandfreie quantitative Trennung von freiem und gebundenem 
Cholesterin erstmalig — abgeschen von der von Zwikker’) 
1917 angegebenen Moglichkeit der Fiidlung von freiem Cholesterin 
mit Pyridin—Lithiumchlorid, welche keine praktische bedeutung 
erlanst hat, und der von Sobel, Drekter und Natelson‘) 1936 
publizierten Methode mit Pyridinschwefeltrioxyd, aul die spiter 
noch einzugehen sein wird ohne Anwendung von Digitonin 
zu erreichen. 

Auf Grund dieser Feststellung, sowie durch verschiedene 
weitere Moditikationen der bisherigen Verfahren hinsichtlich der 
Extraktion der Serumlipoide und der kolorimetrischen Bestim- 
mung der genannten Cholesterinfraktionen haben wir eine gegen- 
iiber diesen nicht unwesentlich vereinfachte Methode aus- 
gearbeitet. 


B. Extraktion der lipoidloslichen Stoffe aus Blutserum und -plasma 


Das allgemein tibliche Extraktionsverfahren der lipoid- 
lislichen Bestandteile aus Blut oder Blutserum beruht auf der 
von Bloor) angegebenen Kiweibfillung mit einem Gemisch vou 
Athylalkohol-Athylither 3:1, wobei in das Filtrat neben 
den J ettstoffen noch verschiedene andere organische und an- 
organische Substanzen gelangen. Es muB deswegen das durch 
den Serumzusatz wasserhaltige Alkohol—Ather-Gemisch nach der 
Filtration vertrieben und entweder der feste Riickstand oder 
besser dessen Aulschwemmung in wenig Wasser oder verdiinnter 
Siiure nochmals mit einem Fettlésungsmittel extrahiert werden, 
um die lipoidléslichen Stofte tatsiichlich vollstiindig zu isolieren. 

Das gleiche Ziel kann man, wie wir durch systematische 
Versuche gefunden haben, auch wesentlich ecinfacher in einem 
Arbeitsgang erreichen, wenn man das Serum statt mit Athyl- 
ulkohol—Athylither mit einer bestimmten Menge eines Gemisches 
von Athylalkohol- Petrolither 2:3 im Krlenmeyer durch 
lnngsames Zutropfenlassen desselben unter kiiiftigem Umschwenken 
zur Erzielung eines feinflockigen EiweiBniederschlages fillt, wobei 
es durch den Wassergehalt des Serums zur Abscheidung des 
Petrolithers kommt. Nach dem Zusatz einer bestimmten Menge 
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einer wifrigen Na,SO,-Liésung, welche eine noch bessere Ab- 
trennung der Petroliitherphase bewirkt, wird diese abgegossen 
und durch wiederholtes Ausschiitteln der alkoholisch-wiBrigen 
Phase und des in ihr enthaltenen EiweiBniederschlages mit Petrol- 
iither die lipoidléslichen Stoffe leicht quantitativ extrahiert, 
ohne daf Nichtlipoide in das Extraktionsmittel mit iibergehen 
kénnen. Da der Alkohol gemifB seinem Verteilungskoeftizienten 
zum iiberwiegenden Teil nicht mit in den Petroliither gelangt, 
finden sich die Lipoide also direkt in einem fliichtigen, leicht zu 
vertreibenden Loésungsmittel. 

dine Gegeniiberstellung der fiir das Gesamtcholesterin nach 
der Bloorschen Extraktionsmethode und nach unserem Verfahren 
gewonnenen Werte fiir das gleiche Blutserum zeigt die Tab. | 
vel. Versuchsteil: 1. Protokoll). 


Tabelle I 


Iixtraktion des Gesamtcholesterins aus Serum 








Nach dem Verfahren von Bloor mg-°/, 
Nach dem anu "ar ae - ae = ee agers / 
eS eee Direkte Extraktion des Ausschiittelung des 
= Filtratriickstandes mit Filtratriickstandes aus 
fahren, mg-"/ Athylither und Chloro- verdiinnter HCl! mit 
form Athyliither 
192,2 | 176,3 190,8 
193,5 + 1924 170,2 + 172,0 182,0 + 186,5 
1917 | 170,0 | 187,3 | 
(— 10,5°),) (~— 3,0" ,) 





Wie aus dem Vergleich hervorgelt, liegen die mit Hilfe des 
Bloorschen Verfahrens gewonnenen Werte etwas niedriger, 
was wahrscheinlich auf Verluste, die mit dem liingeren Arbeits- 
gang verbunden sind, beruht. Bei direkter Extraktion des festen 
Riickstandes des Bloorschen Filtrates kann offenbar ein Teil 
des Cholesterins durch mechanischen EinschluB nicht herausgelist 
werden. Die tatsiichliche quantitative Extraktion von Cholesterin 
und Cholesterinestern aus Blutserum unter den von uns an- 
gegebenen Bedingungen geht aus dem weiter unten beschriebenen 
Zusatzversuch hervor. 

Fiir Vollblut eignet sich das angegebene Verfahren nicht 
ohne weiteres, da dieses bei der Fiillung mit Alkohol—Petroliither 
infolge seines gréBeren Eiweifgehaltes einen zu groben, ver- 
klumpenden Niederschlag gibt. Nach Milbradt*) ist jedoch auch 
das Bloorsche Extraktionsverfahren in diesem Fall nur nach 


12* 
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vorheriger Hiimolyse des Blutes durch Verdiinnung mit destil- 
liertem Wasser zu gebrauchen. 


C. Chromatographische Trennung von verestertem 
und freiem Cholesterin 

Das zweckmiiBigste Vorgehen zur chromatographischen 
Kraktionierung von gebundenem und freiem Cholesterin ergibt 
sich aus unseren friiheren Untersuchungen’). Am besten eignet 
sich als Adsorptionsmaterial Al,O, zur chromatographischen 
Adsorptionsanalyse standardisiert nach Brockmann 
(Merck). Da. wie bereits gesagt, der Unterschied in der Ad- 
sorbilitiit der beiden Cholesterinfraktionen sehr grob ist, liegen 
hier extreme, mit den meisten chromatographischen Verfahren 
kaum vergleichbare Verhiiltnisse vor. Bei Anwendung sehr kleiner 
Mengen Al,O, st.n. Br. libt sich aus einem Gemisch von ver- 
estertem und freiem Cholesterin das schwach adsorbierte, ver- 
esterte Cholesterin mit einer kleinen Menge des schwach 
eluierend wirkenden Tetrachlorkohlenstoffs quantitativ durchsaugen, 
wihrend das freie Cholesterin unter diesen Bedingungen fest 
adsorbiert ist und auch mit einer groBen Menge CCl, nicht, mit 
kleinen Mengen Chloroform dagegen sehr leicht elwiert werden 
kanu. Unter diesen Umstiinden ist die nur niedrige Schicht 
von Al,O, st.n. Br. einem ,elektiv wirksamem Filter“ vergleichbar, 
welches mit CCl, nur gebundenes, mit CHCl, jedoch auch freies 
Cholesterin durchlibt! 

Die praktische Durchfiihrung der chromatographischen 
Trennung der genannten Cholesterinfraktionen ist iiuberst einfach, 
wenn man als Adsorptionsrohr ein einfaches Glasrohr, welches 
nach Art der Allihnschen Rohre (15aG4, Schott u. Gen., Jena) 
unten durch eine Glasfilterplatte abgeschlossen ist und mit einem 
engeren AbfluBrohr endet, in Verbindung mit einem Vakuum- 
exsiccator, wie a. a. O. beschrieben‘), verwendet. 

Was das Verhalten der iibrigen Fraktionen des Serum- 
lipoidextraktes angeht, so gelangt in die CCl,-Fraktion noch eine 
sehr kleine Menge unbekannter Lipoide, und in die CHC],-Fraktion 
noch ein kleiner Teil der Neutralfette. Beide ,,Verunreinigungen“ 
stéren, wie spiiter gezeigt wird, jedoch die kolorimetrische Be- 
stimmung des Cholesterins nicht. Die Phosphatide kénnen dagegen 
auch mit CHCL, iiberhaupt nicht eluiert werden, da sie als saure Sub- 
stanzen, ebenso wie die freien Fettsiiuren, durch Austauschadsorption 
uuBerordentlich fest an das alkalische Al,O., adsorbiert werden. 
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D. Colorimetrische Bestimmung des veresterten und freien 
Cholesterins 

Gegeniiber der, zum Zweck der quantitativen Bestimmung 
von Cholesterin, wegen ihrer geringen Stabilitiit und aus anderen 
(sriinden als absolut veraltet zu betrachtenden, heute aber noch 
viel angewendeten Liebermann-Burchardschen griinen Farb- 
reaktion mit EKssigsiureanhydrid-H,SO, ist die ven Tschu- 
gaetf®) angegebene, empfindlichere und sehr bestindige, rote 
Farbreaktion mit Essigsiiure-ZnCl, und Acetylchlorid 
zur quantitativen Auswertung gut zu gebrauchen. Diese wird in 

















Extinktion 
0500 T 7 T 
0480} - —— - 
0478 048] 0484 
0460 + 4 
0458 07mg Cholesterin, Endvolumen 
10,0.ccm, Schichtdicke 20mm 
0440+ Filter § 53 Pp 
a420+ ©9448 4 
0400 + 4 
1 } i L l 
1h 2 22 a 3%2 Stunden 


der Form angewendet, daB nach Zusatz der genannten Reagenzien 
zu dem in verhiltnismaBig viel Chloroform gelésten Cholesterin 
die Bildung des gefiirbten Reaktionsproduktes durch Erhitzen auf 
70° fiir die Dauer von 10 Minuten im Wasserbad beschleunigt 
wird. Wir konnten nun feststellen, da der Chloroformzusatz auf 
den Ablauf der Farbreaktion einen hemmenden EinfluB ausiibt 
und da durch Verminderung desselben und Verliingerung der 
Reaktionsdaner auch bei Zimmertemperatur der gleiche Ex- 
tinktionskoeffizient erhalten wird, wodurch eine weitere methodi- 
sche Vereinfachung erreicht worden ist. Unter den von uns 
angewendeten Bedingungen (vgl. 8. 187) hat sich die maximale 
Harbtiefe nach 2! , Stunden ausgebildet, sie hilt sich liingere 
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der it vhroaktion hoe Zumimnerterp iAa05 ZEig £i& f igwuy! 
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Nia olen Pal 1] veoh hervor, da iif ka rm Nlindil nkelt 
dev Marhbreaktion sehr prob ist und da®B unter den angegenenen 
Reodineuneen ber lxtinktronen, welche oberha. von etwa U,oUU0 
exe das Reoersehe Clsetz erfiillt ist. Zor Mengenoestimmung 

llorneren Ablesunegen ist eme Michkur 
Tabelle I 
iir O,} ing Cholesterin br 
(holiesterm (retundene unter der Annahme 2. ee 5 
Eatinktion bestehender Proportionalit a 
errechnete [xtinktion 
OOS Q).435 —.L.4 
O.133 0,445 —105 
OQ1S4 O.160 a A 
O40 O,480 -- 
Qa) OAT 
L@1a O.505 + | 
1, A95 0,498 
O16 O.504 + OW 
2512 0.502 & 0.0 








aure-ZnCl, und Acetylehlorid auf Cholesterin unter den von uns 
angewendeten Bedingungen haben wir dieselbe mit verschiedenen 
in diesem Zusammenhang interessierenden, lipoidléslichen Stoffen, 
soweit uns diese zur Vertiigung standen, angestellt. Diese Unter- 
suchungen haben. wenn allgemeingiiltige Folgerungen bei der 
kleinen Zahl von untersuchten Substanzen iiberhaupt zulissig 
1] . daB sich ein starker und rein roter Farbton nur 
bei Nterinen ausbildet, wihrend die Steroide mit fehlender 
~eitenkette |Sexualhormone) nur einen schwach gelblichen oder 
gelbritlichen Farbton geben. Von anderen fettléslichen 
ffen, die nicht zu den Steroiden gehéren, erhilt man mit 


Zur Priitung der Spezifitiit der Farbreaktion mit Essig- 


} 


den ungesiittigten Fettsiuren, ihren Estern und ungesiittigten 
aliphatischen Kohlenwasserstoffen eine relatiy schwache, gelbliche 
Farbreaktion, deren Intensitiit mit der Zahl der Doppelbin- 
dungen zunimmt, wiihrend gesiittigte Fettsiiuren, ihre Ester und 
gesiittigte IKohlenwasserstoffe auch bei Anwendung groBer Mengen 
iiberhaupt keine Farbreaktion geben. Die Tab, HII zeigt die 





Methode zur Bestimmung yon Cholesterin im Blutserum usw. J]88 
Extinktionen fiir 0,1 mg Substanz bei Anwendung von Filter $53, 
20 mm Schichtdicke und einem Gesamtvolumen von 10 cem im 
Absolutkolorimeter gemessen. 

Aus den Untersuchungen geht also hervor, daB die Spezifitiit 
der Farbreaktion ziemlich groB ist und vor allem in Verbindung 
mit der durch das angegebene chromatographische Verfahren weit- 
gechenden Reinigung der Cholesterinfraktionen des Serums voll- 
stiindig ausreicht. Eine gelegentliche, nur geringe Abweichung 
des Farbtones der Cholesterinfraktionen aus Serum ins Briiunliche 
gegeniiber deinjenigen von analysenreinem Cholesterin, welche durch 
die Anwesenheit héher ungesittigter Fettsiiuren bedingt sein mag, 
fillt praktisch nicht ins Gewicht, da durch die Kolorimetrie im 
monochromatischen Licht mit Filter S 58 die hierdurch be- 
dingte geringe Lichtadsorption nicht zur Geltung kommt. 


Tabelle II 





0,1 mg Substanz Extinktion Farbton 
Sterine 
ee 0,500) rot 
MITOBUCHION 6. GG ws O45 rot 


Sexualhorinone 


Androsteron. .......: 0,009 gelb 
WORE cs a Oe eS O.O76 orange 
Oestfadiol ... sss a Spur celblich 


ungesittigte Fettsiuren 


@isdure.. . . . . 6 se oe ws Spur velblich 
Linolsiiure .......2.~. 0,012 selb 
Linolensiiure ... ... ; 0.041 well 


Ester ungesittigter Fettsiiuren 
ePIOLGIN ss) Qo ene : Spur velblich 
Linolsiiure-methylester . 2. . 0.026 celb 








ungesittigte Kohlenwasserstotte 
Ceten («-Hexadeeylen) . . 2.) | Spur | gelblich 
Verschiedenes 
Digitonin. . . . . ao Spur | briiunlich 


Kine weitere wesentliche Vereintachung der Methode beruht 
auf der, soviel uns bekannt. lisher noch nicht getroffenen Fest- 


*) Der Schering A.-G., Berlin 


in, sind wir fiir die Uberlassung krystalli 
sierter Priiparate zu Dank verpflich 
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stellung, dab verestertes Cholesterin bei Anwendung der ge- 
nannten Farbreaktion unabhiingig von der Natur der gebundenen 
Fettsiiure den gleichen Extinktionskoeftizienten besitzt 
wie ungebundenes Cholesterin, so dab sich die Verseifung 
der Ester eriibrigt. Die Tab. IV zeigt die Extinktionen verschie- 
dener, durch wiederholtes Umkrystallisieren oder aut chromato- 
vraphischem Wege gereinigter Cholesterinester auf 0,1 mg Chole- 
sterin berechinet. 


Tabelle IV 














Menge zur Fir 0,1 mg 

I ponies Farbreaktior Grefundene | Cholesterin 

Substunz ae z eaktion Cae ; erechnete 

anteil in ° , , Eextinktion CTTeC hne te 

In ms Extinktion 
freies Cholesterin . 100,0 0,1000 0,482 0,452 
essigsaures Cholest. 90,3 0.2390 1,027 O,4T6 

palmitinsaures 

Cholesterin . . . O1,Y Q,2230 O,O62 O,4S0 
6lsaures Cholest.. N94 0.2076 0.596 0.484 





Wie Noyous’) gezeigt hat, trifit dies fiir die Liebermanun- 
Burchardsche Reaktion nicht zu. Reine Priiparate von essig- 
saurem und palmitinsaurem Cholesterin ergeben einen im Ver- 
hiiltnis zu ihrem Cholesteringehalt zu hohen Wert. Ebenso ist 
der fiir das Serumcholesterin erhaltene Wert ohne Verseifung 
der Serumlipoide héher als derjenige, der nach ihrer Verseifung 
erhalten wird. 

Zur weiteren Beweistiihrung, dab durch Verseifung der 
Cholesterinester sich der kolorimetrisch gefundene Cholesterin- 
wert mit Hilfe der Farbreaktion nach Tschugaeff nicht findert, 
haben wir den Cholesteringehalt der auf chromatographischem 
Wege isolierten Esterfraktion aus Serum einmal direkt und 
eInmal nach darauffolgender Verseifung mit methylalkoholi- 
scher KOH und chromatographischer Abtrennung der frei ge- 
wordenen Fettsiiuren kolorimetrisch bestimmt (vgl. Versuchsteil: 
2. Protokoll). Unter den angewendeten Verseitungsbedingungen ist 
die Spaltung der Ester quantitativ. Die Tab. V zeigt die fiir das 
veresterte Serumcholesterin vor und nach ihrer Verseifung ge- 
fundenen Werte von je 4 Bestimmungen. Die Werte sind in 
beiden Fiillen praktisch dieselben. 

Fiir die Cholesterinester besteht im Gegensatz zu dem nicht 
veresterten Cholesterin (vgl Tab. 11) auch bei der Anwendung 
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Tabelle V 


Kolorimetrische Bestimmung des veresterten Serum-Cholesterins 





Unverseift ng-”), Verseift ing-” , 





142,9 | 142,8 | 
146,3 ~ 143,4 id 
is ¢ te iao'g ¢ 1129 


groBerer Mengen zur Farbreaktion keine ‘absolute Proportio- 
nalitiit zwischen Konzentration und Extinktion mehr (Tab. VI), 
jedoch ist dieselbe in einem praktisch ausreichenden Konzen- 
trationsbereich vorhanden. 


Tabelle VI 





+ . ; “ir O,1 me 
Olsaures Cholesterin- bietnadnns ee Abnahme der 
Cholesterin cehalt aid Extinktion 
Extinktion errechnete — % 
mg Ing Extinktion moto 
0.0415 0.0246 0,109 0,443 - 10,2 
00,0623 O,0370 0,164 0,457 lye 
0.0831 O0,0493 0,236 0,479 - 2,8 
O,LOSS 0,0616 0.304 0,404 0,0 
0.2076 0,1233 0,607 0,493 0,0 
0,4152 0.2466 121g 0,492 0,0 
O,6228 0.3700 1,796 0,486 = LS 
QO,8304 0,4932 2,362 0,480 — 2,6 
1.0380 O.61L70 9g) 0.474 =~ 38 


E. Vergleich des chromatographischen Verfahrens 











unter Anwendung von Digitonin 





mit der Methode 


Kin Vergleich der auf chromatographischem Wege ge- 


wonnenen 


Werte 


fiir verestertes und freies Cholesterin mit den- 
jenigen, die wie iiblich durch Abtrennung 


des ungebundenen 
Cholesterins mit Hilfe von Digitonin erhalten werden, ist be- 
sonders im Hinblick auf die eingangs bereits erwihnten Angaben 
der Amerikaner Sobel, Drekter und Natelson*) von Inter- 
Diese Autoren fiillen das freie Cholesterin als ,pyridine 
cholesteryl sulfate‘ durch Zusatz von Pyridinschwefeltrioxyd 
((CSH,N),-SO,), das in Petroliither véllig unléslich ist. Bei einem 
von ihnen durchgefiihrten Vergleich mit der Digitoninmethode 
ergibt sich mit der neuen Methode cin niedrigerer Wert fiir 


esse. 
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Sreies Cholesterin, wihrend dagegen mit dem gleichen Fallungs- 
reagens fiir das Gesamtcholesterin nach der Verseifung eher 
héhere Werte gefunden werden, woraus geschlossen wird, dab 
die Fiillung des Cholesterins mit freier alkoholischer Gruppe mit 
Pyridinschwefeltrioxyd quantitativ ist. Die Vertasser ziehen aus 
diesen Krgebnissen den SchluB, daB sich die Fraktion des so- 
genannten freien Cholesterins in ungebundenes und in ,lose 
vebundenes* aufteilen lift, von denen das erstere nur yon 
Pyridinschwefeltrioxyd, beide jedoch von Digitonin gefillt werden. 

Zum Vergleich haben wir einmal, wie oben beschrieben, die 
Trennung der Cholesterinfraktionen eines Petroliitherextraktes aus 
Serum direkt auf einer Siule aus Al,O, st.n. Br. mit CCl, bzw. 
CHCl, und mit einem anderen Teil desselben Extraktes nach 
vorheriger Ausfillung des freien Cholesterins mit 
Digitonin und darauffolgender Ausfillung des iiberschiissigen 
Digitonins mit Athylither durchgetiihrt (vgl. Versuchsteil: 3. Proto- 
koll). Das Ergebnis zeigt die Tab. VII. 


ry 1 > 
Pabelle VU 
Chromatographische Trennung der Cholesterinfraktionen 
eines Serunlipoidextraktes 





Nach Ausfiillung 
Direkt des freien Cholesterins 

mit Digitonin 
Verestertes Cholesterin in mg-° 
126,3 27,3 | 

126,4 126,4 128,4 } 127.4 
126.4 126,5 | 
Freies Cholesterin in mg-’ , 
37,5 | 0,00 | 

36,8 + 36,8 0,00 0.00 
36,0 | 0,00 | 





Aus diesem Versuch geht also hervor, daB unter den von uns 
angewendeten Bedingungen durch Digitonin tatsiichlich nur freies 
Cholesterin und dieses quantitativ gefillt worden ist. Das Resul- 
tat macht es wahrscheinlich, daB dem abweichenden Ergebnis von 
Sobel, Drekter und Natelson*) mit Pyridinschweteltrioxyd- 
fillung keine besondere Cholesterinfraktion (,locker ge- 
bundenes Cholesterin“) zugrunde liegt, sondern dab es wahr- 
scheinlicher auf methodische Ursachen zu beziehen ist. Eine 
genauere Untersuchung dieser Frage ist im Gange. 
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F. Zusatzversuch 


Zur Priifung unserer Methode auf die tatsichliche quanti- 
tative Erfassung der Cholesterinfraktionen im Serum wurde 
ein Zusatzversuch mit 6lsaurem und freiem Cholesterin 
durchgefiihrt. Da eine gleichmiiBige Verteilung lipoidléslicher 
Stoffe in einer wiiBrigen Phase nicht ohne weiteres méglich ist, 
werden die genannten Stoffe in Aceton gelést und die Aceton- 
lésung dem Serum in einem Verhiiltnis von 1:3 zugesetzt, wobei 
noch kein Eiweifbniederschlag, sondern nur eine Triibung auftritt. 
Nach dem vollstiindigen Vertreiben des Acetons und Serumwassers 
im Vakuumexsiccator wird der Riickstand mit einer dem urspriing- 
lichen Serumyolumen entsprechenden Wassermenge wieder gelést. 
Von 51,9 mg-° , zugesetztem dlsaurem Cholesterin werden im Mittel 
von drei Bestimmungen 52,6 mg-°/, (= 101,4°/,) und von 20,0 mg-°/, 
freiem Cholesterin 19,6 mg-°/, (=98,1° ,) wiedergefunden (vgl. Ver- 
suchsteil: 4. Protokoll). 


G. Ausfiihrung der Bestimmungsmethode 


Reagentien*): 1. Petroliither (Siedep. 30—-50°); 2. Chloroform; 3. Tetra- 
chlorkohlenstoff: 4. Athylalkohol—Petroliither 2:3: 5. Ein Drittel gesiittigte, 
wiiBrige Na,SO,-Liésung; 6. Acetylchlorid, reinst; 7. 20° ,ige Lésung von 
ZnCl, (wasserfrei) in Eisessig (20,0 g ZnCl, mit 76,0cem Eisessig bei Zimmer- 
temperatur in der Schiittelmaschine lésen: bei Triibung durch Glasfilter G4 
filtrieren); S. Aluminiumoxyd zur chromatographischen Adsorptionsanalyse 
standardisiert nach Brockmann (Merck); 9 Kieselgur: 10. Cholesterin- 
standardlésung: 0,1 oder 0.2 mg in 1,0 cem CHCl,. 


Zu 0,5 cem Blutserum oder -plasma im Erlenmeyer unter lebhaftem 
Schwenken 7,5 cem Athylalkohol-Petroliither 2:3 langsam zutropfen lassen; 
dazu 2,5 com der wiibrigen Lésung von Na,SO, (zur Extraktion von 
10 cem Serum, 12,5 cem Alkohol—Petroliither und 5,0 cem Na,SO, bzw, 
fiir noch grébere Serummengen entsprechende Mengenverhiltnisse); den 
sich abscheidenden Petroliither dekantieren; noch etwa 5mal mit etwa 
X¢em VPetrolither ausschiitteln: Petroliither am besten im heizbaren 
Vakuumexsiceator vertreiben: Riickstand mit 4,0 eem CCl, lésen. 

Adsorptionssiiule: 4,0 ¢ Al,O, st.n. Br. in Adsorptionsrohr (Durchmesser 
20 mim, unten dureh eine Glasfilterplatte mit Porenweite G4 abgeschlossen, 
Liinge des AbfluBrohres etwa 150mm, Hohe iiber der Filterplatte etwa 200 mm) 
auf einem Vakuumexsiceator mit Stutzen im Deckel unter Beklopfen fest- 
gesaugt*); dariiber eine diinne Schicht Kieselgur; unter maximalem Saugen 
init der Wasserstrahlpumpe Siiule méglichst feststampfen; Hohe der Al,O,- 
Siiule etwa 14mm: CCl, einsaugen, bis Siiule vollstiindig durchtriinkt. 


‘) Es ist notwendig, reinste, eventuell redestillierte Lésungsmittel zu 
verwenden. 
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1,0 com Serumextrakt in CCl,, entsprechend 0,125 cem Serum, auf die 
Siiule bringen und einsaugen; mit CCl, Rohr wiederholt nachwaschen; ins- 
gesuint 30 ecem Cl], in 50 cem Erlenmeyer mit Schliff in 20—30 Minuten 
durchsaugen (Cholesterinesterfraktion); Regulation der Tropfgeschwindigkeit 
durch seitlichen Gummisehlauch mit Kiemmschraube: nach dem Wechsel 
der Vorlage 30 cem Chloroform durchsaugen (Fraktion des freien Cholesterins), 

Klutionsmittel am besten im heizbaren Vakuumexsiccator ver- 
treiben; Riiekstand mit 1,0 cem Chloroform Jésen: dazu 3,0 cem eines Ge- 
misches von 2 Teilen 20°), ZnCl, in Fisessig und 1 Teil Acetylchlorid 
1, Stunde vor Gebrauch hergestellt; Proben 3 Stunden bei Zimmerteimperatur 
stehen lassen: dann dazu 6,0 cem Chloroform (Gesamtvolumen 10,0 cem); 
mit Filter S53 in Kiivette mit 20 mm Schiehtdicke im Absolutkolorimeter 
gegen einen Leerwert, welcher die Reagentien der Farbreaktion enthiilt, 
photometrieren: zur Berechnung ist es notwendig 0,1 oder 0,2 mg Chole 
sterin einer Standardlisung amit anzusetzen, da der Extinktionskoeffizient 
des Cholesterins in Abhiingigkeit von dem Wassergehalt der Reagentien, 
der sich nicht vollstiindig vermeiden Hibt, etwas schwankt; die Extinktion 
ist innerhalb eines bestimmten Bereiches proportional der Konzentration 
vel. Tab. I und VD; es ist ratsam, zur Kontrolle zwei getrennte Analysen 
gleichzeitig durchzufiihren. 


H. Zusammenfassung 


Ks wird eine gegeniiber dem bisherigen Verfahren wesentlich 
vereinfachte Methode zur getrennten quantitativen Bestimmung 
des freien und veresterten Cholesterins im Blutserum und -plasma 
angegeben. Der Analysengang gliedert sich in folgende MaBnalmen: 


1. Extraktion der Serumlipoide nach der Fiillung des Serum- 
eiweiBes mit Athylalkohol durch Ausschiitteln des Niederschlages 
mut Petroliither. 

2. Trennung der beiden Cholesterintraktionen des Extraktes 
nach den Prinzipien der ,,fliissigen Chromatographie* unter An- 
wendung von Al,O, standardisiert nach Brockmann durch elek- 
tive Elution des gebundenen Cholesterins mit CCl,, des ungebun- 
denen Cholesterins mit CHCl,. 

3. Quantitative Bestimmung des Cholesterins beider Fraktionen 
auf kolorimetrischem Wege mit ZnCl,—Eisessig und Acetylchlorid, 
wobei unter den angewendeten Bedingungen die maximale Farbe 
sich bei Zimmertemperatur ausbildet und die Cholesterinester 
nicht verseift zu werden brauchen, da das gebundene Cholesterin 
den gleichen Extinktionskoeffizienten besitzt wie das ungebundene. 


Die mit der angegebenen, chromatographischen Methode 
eewonnenen Werte fiir freies und verestertes Cholesterin § ent- 
sprechen denjenigen, die durch Digitoninfiillung erhalten werden, 
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wodurch die auf Grund von Fiillungen mit Pyridinschwefeltrioxyd 
gemachte Aunahme von Sobel, Drekter und Natelson, dab 
die digitoninfillbare Fraktion des Serums in freies und ,lose 
gebundenes“ Cholesterin zerfalle, unwahrscheinlich wird. 


Versuchsteil 


1. Protokoll: a) Extraktion des Serumcholesterins nach Bloor: 1,0¢em 
Serum in 25 ecm Mebkolben; dazu unter Schwenken langsam 20 cem Athyl 
alkohol-Athylither 3:1: zum Sieden erhitzt; nach dem Abkihlen aufgefiillt: 
filtriert; 2,5 cem Filtrat (entsprechen 0,1 cem Serum) im heizbaren Vakuum 
exsiceator abgedampft; «) Riickstand 3mal mit 5,0 cem CHCl, und 3 mal 
mit 5,0 eem Athylither extrahiert; Extrakt filtriert; mit dem Riicekstand 
Farbreaktion wie auf S. 187 beschrieben. 6) Riickstand unter Erwiirmen 
mit 1,0 cem verdiinntem HC] aufgeschwemmt und 6 mal mit etwa 6,0 eem 
Athylither ausgeschiittelt; mit dem Riickstand des Atherextraktes Farb 
reaktion. b) Extraktion des Serumcholesterins nach dem auf S. 187 an 
gegebenen Verfahren: Riickstand einer 0,1 cem Serum entsprechenden Menge 
des Petroliitherextraktes zur Farbreaktion. — Extinktionen: a, «) 0,830, 0,801, 
O,800: 3) 0,895, 0,857, 0,882; b) 0,905, 0.911, 0,908. 


0,1 mg Cholesterin 
= Extinktion 0,471. 


2. Protokoll: Bestimmung des veresterten Serumcholesterins ohne und 
mit Verseifung: Riickstand eines nach dem angegebenen Extraktionsverfahren 
ivgl. 8.187) gewonnenen Lipoidextraktes aus 2,0cem Serum mit 5,0cem CCl, 
gelést; 4,0 cem der Loésung (entsprechen 1,6 ccm Serum) in Siiule aus 
8,0 ¢ Al,O, st.n. Br. (Durchmesser 20 mm, Hohe 52 mm) eingesaugt; ins 
gesamt 40,0cem CCl, durchgesaugt: Eluat in 50cem MeBkolben aufgefangen; 
bis zur Marke aufgefiillt: a) unverseift: 3,0 cem des Eluates (entsprechen 
0,096 com Serum) abgedampft; Riickstand direkt zur Farbreaktion. b) ver- 
seift: 6,0 cem des Eluates (entsprechen 0,192 ecm Serum) in 20 eem Meb- 
kolben abgedampft; zum Riiekstand 10,0 cem n 10-nethylalkoholische KOH: 
2 Stunden im Wasserbad auf 70° erhitzt; dazu 12,0 ceem n/10-HCl-Chloro 
form; auf 20,0cem aufgefiillt; KCl-Niederschlag abfiltriert: 10,0¢cem Filtrat 
(entsprechen 0,096 cem Serum) in Siiule aus 4,0 g Al,O, st. n. Br. (Durch- 
messer 20 mm, Hohe 1S mm) eingesaugt: insgesamt 40,0 cem CHCl, dureh- 
gesaugt: Elutionsmittel vertrieben; mit Riickstand Farbreaktion. — Extink- 
tionen: a) 0,720, 0,737, 0,734, 0.732: b) 0,720, 0,723, 0.720, 0,719: 


O,i mg 
Cholesterin = Extinktion 0,484. 


3. Protokoll: Chromatographische Trennung der Serum-Cholesterin- 
fraktionen direkt und nach vorheriger Ausfiillung des freien Cholesterins 
mit Digitonin: Riickstand eines nach dem angegebenen Extraktionsverfahren 
ivgl. 8S. 187) gewonnenen Lipoidextraktes aus 3,0cem Serum in 50,0 cem CCI, 


weldst. a) direkte chromatographische Fraktionierung: 2,0cem der Lisung 
(entsprechen 0,12 cem Serum) in Siiule aus 4,0 g Al,O, st. n. Br. (Durch 


messer 20 mm, Héhe 18 mm) eingesaugt; Elution zuerst mit 25 eem CCl,, 
nach dem Wecehseln der Vorlage mit 25,0 cem CHCl, : 


Elutionsmittel ver- 
trieben: mit dem Riiekstand Farbreaktion wie auf S. 187 beschrieben. - 
b) chromatographische Fraktionierung nach dem Ausfiillen des freien Chole- 


sterins mit Digitonin: 7.0 cem der Serumextraktlésung (entsprechen 0.42 cem 
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Serum) abgedampft; Riiekstand mit 1,o cem J’ jiger absoluter alkoholischer 
Disitommlosunge gelost; dazu 3,0 een Aceton und 0,5 ccm HJO: Cholesterin- 
digitoninniedersehlay nach 2O Stunden abzentrifugiert: zu 3,0 cem der iiber- 
stehenden Loésunge 12,0 cem Athylither: nach 20 Stunden im Ejisschrank 
Niedersehlag des iiberschiissigen Digitonings abfiltriert: 10,0 ccm Filtrat (ent- 
sprechen O,168 cem Serum) wbyedamptt: MRiickstand mit 7,0cem CCl, gelést: 
.Ocem der Lésung (entsprechen 0,12 ecm Serum) wie unter a) aut Siiule 
nus 40e¢ ALO, stn. Br. fraktioniert: FParbreaktion. Eextinktionen: a) CCl, 
raktion: 0,730, 0,731, 0,731; CHCI,-Fraktion: 0,217, 0,213, 0,208. by CC], 
Eraktion: 0.736, 0,742, 0,731: CHCL-Fraktion: farblos. 0.1 mg Cholesterin 
Iextinktion O,AS82. 

{. Protokoll: ZAusatz von é6lsaurem und treiem Cholesterin zum Ser 
n) Zu 6.0eem Serum 3,1]4 mg Glsaures Cholesterin und 1,2 mg treies Chi 
sterin in je 1Qcem Aceton gel6st; im Vakuumexsiceator bis zur Gewich 
konstante getrocknet: Trockenriickstand des Serums mit HJO auf das ur 
spriingliche Serumyvolumen aufgefiillt; mach vollstiindigem Lésen des Riick 
standes 1,0cem der Lésung (entsprechen 1,0ccm Serum) wie oben angegeben 
(vgl. S. 187) extrahiert; Petroliither vertrieben: Riickstand mit 10,0 cem CCl, 
geldst; 5,0 cem der Loésung (entsprechen 0.5 com Sertin mit Zusatz von 
Q,2595 mg Glsaurem Cholesterin bzw. 0,1 mg Cholesterin) in Siiule aus 
10g Al,,O, st. n. Br. (Durchmesser 20,0 mm, Hohe JS mim) eingvesauet: Siiule 
zuerst mit 25,0cem CCl,, nach dem Wechseln der Vorlage mit 25,0 cem CHCl, 
eluiert; Elutionsmittel vertrieben: Farbreaktion mit '. der Esterfraktion 
(entspricht 0,1 cem Serum mit Zusatz von 0,051 ing Glsaurem Cholesterin 
und ', der Cholesterinfraktion (entsprieht 0,25 ccm Serum mit Zusatz yon 


0,05 mg Cholesterin). b) Auf gleiche Weise Serum ohne Zusatz extrahiert 
und fraktioniert. Extinktionen: a) CCl,-Fraktion: 0,800, 0,807, O,SOS: 


CHCI,-Fraktion: 0,781, 0,795, 0,785: b) CCl,-Fraktion: 0,660, 0,654, 0,649: 
CHCl.-Fraktion: 0,555, 0,549, 0.548. 0.1 mg Cholesterin = Extinktion 0,482. 
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Uber die Synthese des Nor-a-tokopherols 
10. Mitteilung iiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E) 


Von 


W. John und H. EFerrmann 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitiitslaboratorium in Gottingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1942) 


In der 9, Mitteilung dieser Reihe sind 3 Verfahren angegeben 
worden, die geeignet sind, tokopherolihnlich substituierte Chro- 
manderivate mit verschiedenartigen Seitenketten aufzubauen!), Die 
vorliegende Mitteilung beschreibt nun die Synthese des niachst 
niederen Seitenkettenhomologen des «-Tokopherols, das als Nor-«- 
tokopherol (LX) bezeichnet werden soll. Dieses unterscheidet sich 
vom «-T'okopherol nur durch die Verkiirzung der Seitenkette, um 
eine CH,-Gruppe’). 


CH, 
RO | CH, CH, CH, CH, 
NAS SCH , | 
bea - Hig. Mg-(CH,), —-CH—(CH,),—CH—(CH,),—CH 
ae OR, dug Vu CH, 
CH, Y 
CH, 
I. R,— CH,, R, = CO-CH 0 CH, 
a a ee SAS SCH, 
ll. R, - CH,, R, =H | | _- 
! oN ", Pes \ HO-C—C, 5H; 
Ht. R, = CH,, R, = CH,—O-—CH, "e OCH. 
CH, | 
iv. 3, = 2,=8 VIII 
V. R, = R, = CO-CH, Y 
: . CH, 
VI. R, = R, = CH,—O-CH, HO CH, 
ii ai»: 
Oe OS 5 
H.c~ So aiiihe 
= CH, 
: 


~- Als das zweckmaBigste Verfahren zur Darstellung des Nor- 
¢-tokopherols im LaboratoriumsmaBstabe hat sich nach unseren 
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Erfahrungen die Umsetzung des 3, 4,6 -Trimethyl-2-methoxy- 
5-acetoxybenzylacetons I mit Hexahydrofarnesyl-magnesiumchlorid 
erwiesen. Das bei der Umsetzung nach Grignard entstehende 
tertiiire Carbinol wird ohne vorherige Isolierung verseift — soweit 
die Verseifung nicht bereits schon bei der Durchfiihrung der 
Grignardreaktion selbst vor sich gegangen ist — und mit Ferri- 
chlorid zum Nor-e-tokopherylchinon VIII oxydiert unter gleich- 
zeitiger Abspaltung der Methylithergruppe. SchlieBlich wird in 
bekannter Weise das Chinon VIIT reduziert und durch Ringschlug 
in das Chromanderivat IX iibergefiihrt °). 

Die hier beschriebene Reaktionsfolge besitzt vor dem friiher 
zur Darstellung des Iso-¢-tokopherols angegebenen Verfahren *) 
das 3, 4,6-Trimethyl-2-methoxy-5-oxy-benzylaceton Il als Aus- 
gangsmaterial verwendet hatte, den Vorteil, nur etwa die halbe 
Menge Alkylhalogenid zu benédtigen und iiberdies etwas bessere 
Ausbeuten zu liefern. Zahlreiche andere Versuche, die freie 
OH-Gruppe des Monoiithers IT durch Veriitherung mit einem leicht 
abspaltbaren Alkylrest vor dem Angriff der Organomagnesium- 
verbindung zu schiitzen, waren nur von mibigem Erfolg begleitet. 
Die relativ geringe Reaktionstiihigkeit dieser OH-Gruppe steht 
der Durchfiithrung der meisten zu solchen Zwecken iiblichen Ver- 
itherungsmethoden hindernd im Wege. Die gelegentlich zum 
Schutze von Hydroxyl-Gruppen mit Vorteil angewandte Methode 
der Umsetzung mit Chlormethyliither®) zu dem entsprechenden 
Acetal verlief ebenfalls nicht mit dem gewiinschten Ergebnis. Es 
entsteht zwar offenbar das Acetal II]; dieses ist jedoch nicht 
leicht zu reinigen und wurde nur als Ol erhalten, was seine 
weitere Verwendung erschwert. Die Durchfiithrung der Grignard- 
reaktion und die anschlieljende Siiurespaltung des Acetals ergeben 
zudem nur unbefriedigende Ausbeuten. 

Die Ketone I—II1 werden aus Pseudocumohydrochinon dar- 
gestellt. Weitere Ketone, die zur Synthese yon Seitenketten- 
homologen des «-Tokopherols verwendet werden koénnen, lassen 
sich direkt aus Pseudocumol darstellen. Die Verwendung des 
freien Hydrochinons IV ist bereits beschrieben worden®); das 
Diacetat V ‘) ist zur Umsetzung mit langkettigen Organomagnesiun:- 
verbindungen ebenfalls geeignet. Ein Versuch zur Darstellung 
des Diacetals VI durch Umsetzung des Hydrochinons IV mit 
Chlormethylither verlief wiederum wenig befriedigend. 

Eine vergleichende Zusammenstellung der Ergebnisse der 
verschiedenen hier erwiihnten Methoden ist im experimentellen 
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Teil dieser Arbeit fiir das Beispiel des Iso-e-tokopherols an- 
gegeben. 

In manchen Fallen erweist sich die Anwendung eines Alkyl- 
chlorids als deutlich vorteilhafter gegeniiber der Verwendung des 
eutsprechenden Alkylbromids; dies ist augenscheinlich vor allem 
dann der Fall, wenn das als Ausgangsmaterial verwendete Keton 
noch eine freie OH-Gruppe enthiilt. Im Falle des Ather-acetats | 
scheinen langkettige Alkylchloride und -bromide im allgemeinen 
mit anniihernd dem gleichen Erfolg verwendet werden zu kénnen. 

Das Nor-@-tokopherol libt sich von den aliphatischen Neben- 
produkten der Reaktion durch eine chromatographische Filtration 
leicht abtrennen. Zur vollstiindigen Reinigung empfiehlt sich die 
Darstellung des Allophansiiureesiers. Das Nor-a-tokopherylallo- 
phanat schmilzt bei 170—172°; es ist dem d,l-¢-Tokopherylallo- 
phanat nach Karrer vom Schmelzp. 170—171° auBerordentlich 
ihnlich und gibt mit diesem keine erkennbare Mischschmelzpunkts- 
erniedrigung. Das freie Nor-a@-tokophorol ist dlig und gleicht dem 
natiirlichen @-Tokopherol in allen chemisch-physikalischen Kigen- 
schaften. Zur weiteren Charakterisierung haben wir das Nor- 
«-tokopherylchinon hergestellt und dieses durch reduzierende 
Veresterung mit p-Brombenzoylchlorid in einen Di-p-brombenzoe- 
siiureester iibergefiihrt, der bei 105° schmilzt. 

Die Priifung der biologischen Wirksamkeit des Nor-a-tuko- 
pherols im Evans-Test an der Ratte hat die Firma E. Merck, 
Darmstadt, freundlicherweise fiir uns durchgefiihrt. Nach ein- 
maliger Darreichung von 10mg Nor-@-tokopherol (in 0,4 ccm Sesamél) 
per os waren 4 von 4 Tieren geheilt. Die Dosis von 5 mg Substanz 
(in 0,2 cem Sesamé6l) zeigte bei 4 Tieren volle Vitamin E-Wirk- 
samkeit und war bei einem Tier unwirksam., Nach diesen bisher 
vorliegenden Ergebnissen ist das Nor-e@-tokopherol nur wenig 
schwiicher wirksam als das «-l'okopherol und mindestens ebenso 
wirksam wie das natiirliche 3- und 7-Tokopherol. Das Nor-a-toko- 
pherol ist damit das bisher bei weitem am leichtesten und billigsten 
zugiingliche, hochwirksame, synthetische Vitamin E-Priiparat. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie der Firma 
K. Merck, Darmstadt, haben wir fiir die Férderung dieser Arbeit 
zu danken. 


Beschreibung der Versuche 
I. 3, 4, 6-Trimethyl-2-methoxy-5-acetoxy-benzylaceton I. 10 ¢ 


fon] 


Monoiitherketon IL (3, 4, 6-Trimethyl-2-methoxy-5-oxy-benzylaceton) vom 
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Schmelzp. 81° werden mit 25 ¢ Bariumkarbonat fein zerrieben und mit 
SO g¢ Acetylehlorid auf dem Wasserbad unter Riickflub zum Sieden erhitzt. 
Nach 1 Stunde wird im Vakuum zur Trockne gedamptt und der Riickstand 
mit Benzol ausgekocht. Die Benzolextrakte werden im Vakuum eingeengt 
und der krystalline Riickstand aus hochsied. Petroliither umgelist. Weibe 
Krystallnadeln yom Schmelzp. 80°. Wird von alkoholischer AgNO,-Lésung 
nicht oxydiert. Ausbeute $,0—5,5 g. 


5,178 mg Subst.: 13,120 mg CO,, 3,580 mg H,O. 
Oi gba; Ber. C 69,08 H 7,97 


Gef.  ,, 69,10 Es 


II. Umsetzung mit Chlormethylather. 200 mg Monoiitherketon II 
werden mit 2 g¢ Bariumearbonat und 2,5 g¢ Chlormethylither 24 Stunden 
am Riickflubkiihler gekocht. Dann wird im Vakuum zur Trockne gedampft. 
mit heibem Benzol extrahiert und durch eine diinne Schicht von Aluminium 
oxyd filtriert. Nach dem Abdampfen des Benzols erhiilt man ein sehwach 
celbliches Ol, das nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. Seine 
analytische Zusammensetzung entspricht nur ungefiihr der des gewiinschten 
Acetals. 

3,543 mg Subst.: 8,780 mg CO,, 2,610 mg H,O. 

Cah O, Ber. © 68,58 Ht 8,63 


Gef. ,, 67,59 5 Gye. 


III. Hexahydrofarnesylchlorid. Die besten Ergebnisse bei der 
Umsetzung des Hlexahydrofarnesols zum itlexahydrofarnesvlchlorid erzielten 
wir mit Thionylehlorid. In eine gut gekiihlte Loésung von 12 ¢ Hexahydro 
farnesol (n?> = 1,4463; d,. = 0,840) in 50 cem hochsiedendem Petrolither libt 
man eine Lésung von 9,0 g Thionylchlorid in 30 cem Petroliither so langsam 
eintropfen, daB die Temperatur unterhalb 5° C bleibt. Die Salzsiiureent 
wicklung setzt sofort ein; nach etwa 10 Min. wird die Kiihlung entfernt, 
man libt noch ', Stunde bei Zimmertemperatur stehen und erhitzt zuletzt 
noch etwa '), Stunde auf dem Wasserbad zur Beendigung der Salzsiiure 
entwicklung. Nun wird das Loésungsmittel im Vakuum entfernt und der 
Riickstand fraktioniert destilliert. Bei 0,8 mm geht nach wenigen Tropfen 
Vorlauf die Hauptfraktion des Chlorides bei 106—107"° gut konstant iiber: 
im Riiekstand verbleibt etwas braunes Ol. Ausbeute 4 —10 g. 





nj? = 1,45087, d,, = 0,871. 
5,062 mg Subst.: 13,530 mg CO,, 5,730 mg H,O. 13,191 mg Subst.: 
6.520 mg AgCl. 
C,;Hg,C1 Ber. C€ 73,02 HT 12,66 Cl 14,37 
Gef 72,90 », 12,66 5 2aes 


IV. Grignardumsetzung mit Methylmagnesiumjodid. 0.8 ¢ Trime- 
thyl- methoxy - acetoxy -benzylaceton [werden in 50 cem Benzol  gelést 
und zu einer Grignardlésung aus 1 g Methyljodid und 0,17 ¢ Magnesium 
in 50 cem Ather und 50 cem Benzol im Verlauf yon 1 Stunde zugegeben 
und weiter 1 Stunde unter RiickfluB im Sieden gehalten. Die Lésung bleibt 
klar und fiirbt sich gegen Ende der Reaktion sechwach gelb. Das Reaktions 
produkt wird mit Eis-Salzsiiure zersetzt, mit Ather extrahiert und zur Trockne 
gedampft. Der Riickstand wird aus Cyclohexan umkrystallisiert. Flache 
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Nadeln, zu vielstrahligen Sternchen zusammengewachsen, Schmelzp. 105", 
Die Substanz ist identisch mit dem schon friiher dargestellten Dimethy]- 


3-(3, 4, 6-trimethyl-2-methoxy-5-oxy-pheny])-iithyl-carbinol*). Bei der Grignard- 
umsetzung ist demnach gleichzeitig die Acetylgruppe abgespalten worden. 


5,905 mg Subst.: 14,425 mg CO, 4,710 mg HO. 


C,;H.,05 Ber. © 71,38 Hl 9,59 
» 71,46 ,, 9,57. 


V. Grignardumsetzung mit Hexahydrofarnesylchlorid (Nor 
«-tokopherol). Man bereitet eine Grignardlésung aus 4,9 g¢ Hexahydro 
farnesylehlorid (oder 5,8 ¢ Hexahydrofarnesylbromid) und 0,5 ¢ Magnesium 
in 100 cem Ather. Die Reaktion kann regelmiibig durch einige Tropfen 
Methyljodid leicht in Gang gebracht werden. Nach etwa 2 Stunden ist das 
Magnesium fast vollig aufgelést, nur selten sind 4—6 Stunden dazu not 
wendig: zuletzt wird die fertige Grignardlésung mit 100 cem Benzol ver- 
diinnt. 2,78 g¢ Trimethyl-methoxy-acetoxy-benzylaceton [ werden in 30 cem 
Ather und 30 cem Benzol gelést und im Verlaufe von 1 Stunde zu der 
schwach siedenden Grignardlésung zugetropft und weitere 3 Stunden im 


i 
a 


Sieden gehalten. Alle Operationen werden in einer reinen Stickstoffatmosphiire 
durchgefiihrt. Die Grignardverbindung wird mit Eis-Salzsiiure zerlegt und 
mit Ather extrahiert. Das aus dem Ather erhaltene Material wird mit 
250 eem 5° jiger methanolischer Kalilauge durch */,stiindiges Sieden unter 
Stickstoff verseitt und das Verseifungsprodukt durch Ausiithern der mit 
Wasser verdiinnten Reaktionsmischung isoliert. Der nunmehr vorliegende 
Monoiither wird dann in 60 cem Alkohol aufgenommen und durch Zugeben 
einer Lésung von 6 ¢ Ferrichlorid in 100 cem Alkohol zum Chinon VIII 
oxydiert. Durch kurzes Erwiirmen auf dem Wasserbad wird die Oxydation 
zu Ende getiihrt, die Mischung in Wasser gegossen und das gelbe Nor- 
«-tokopherylehinon mit Ather ausgezogen. Das nach dem Abdampfen des 
Athers erhaltene Slige Chinon wird in 100 cem Kisessig gelést, mit etwas 
Zinkstaub zum Sieden erhitzt bis die gelbe Chinonfarbe verschwunden ist; 
sodann libt man eine Lésung von 20 cem Bromwasserstoffsiiure (d = 1,49) 
in 100 cem Eisessig im Verlauf von |), Stunde in die siedende Lésung ein- 
tropfen. Bei etwa auftretender Braunfiirbung der Mischung wird erneut 
Zinkstaub in kleinen Portionen eingetragen. Nachdem die RingschluBreaktion 
durch weiteres '),stiindiges Kochen am Riicktlubkiihler beendet worden ist, 
wird die Hauptmenge des Eisessigs im Vakuum abdestilliert, dann mit Wasser 
verdiinnt und mit Ather extrahiert. Das nach dem Trocknen und Abdampfen 
des Athers erhaltene schwach gelbliche Ol kann direkt durch Chromato- 
graphieren der benzolischen Lésung an Aluminiumoxyd rein erhalten werden. 
Die aliphatischen Reaktionsprodukte werden von Benzol: Petroliither (1:1) 
leicht ins Filtrat gewaschen, wiihrend das Nor-a«-tokopherol nur Jangsam 
durch die Siiule hindurchwandert. Sein erstes Auftreten im Filtrat ist 
durch die Rotfiirbung beim Kochen mit methanolischer Salpetersiiure leicht 
zu erkennen., Das Nor-a-tokopherol ist nach einmaligem Chromatographieren 
bereits recht rein und gibt fast richtige Analysendaten, z. B.: 


1.299 ing Subst.: 12,680 mg CO,, 4,450 mg H,O. 


C,.H,.0, Ber. € 80,71 HH 11,09 
Gef. ., 80,44. ., 11,58. 
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Zur volligen Reinigung und quantitativen Isolierung fiihrt man das 
nach der Ringschlubreaktion erhaltene rohe Nor-a-tokopher& in bekannter 
Weise in den Allophansiiureester iiber, Dieser Hibt sich noch leichter durch 
eine einmalige Filtration durch Aluminiumoxyd rein gewinnen, da er fester 
adsorbiert wird als das freie Tokopherol. Die aliphatischen Umsetzungs- 
produkte lassen sich mit Benzin : Benzol (1:1) quantitativ ins Filtrat waschen. 
Wenn das Filtrat beim Abdampfen im Vakuum keinen nennenswerten Riick- 
stand hinterliBt, wird die Siiule wie folgt zerlegt: Eine sehr schmale oberste 
Schicht der Aluminiumoxydsiiule wird abgehoben, sie enthiilt nur geringe 
Mengen von Verunreinigungen, z. Bb, Pentamethyl-oxy-chroman-allophanat, 
das dureh die Verwendung des Methyljodids zum Ingangsetzen der Grignard 
reaktion entstanden ist. Der Hauptteil der Siiule enthilt reines Nor 
a-tokopherylallophanat. Nur in den unteren Teilen der Siiule werden sehr 
geringe Mengen halbéliger Produkte angetroffen, die durch Umkrystalli 
sation gereinigt werden kénnen. Das Nor-a-tokopherylallophanat wird mit 
Ather-Alkohol (1:1) eluiert und aus Methanol umkrystallisiert. Es ist ein 
feinkrystallines, weibes Produkt, das dem @-Tokopherylallophanat in Form 
und Léslichkeit sehr iilmlich ist und ein tast identisches U.V-Absorptions- 
spektrum besitzt. Es schmilzt bei 170—172° und gibt mit synthetischem 
«-Tokopherylallophanat keine deutliche Mischschmelzpunktsdepression. Aus- 
beute: 1,5—2,0 g. 


5,644 mg Subst.: 14,845 mg CO,, 5,000 me H,0O. 3,047 mg Subst.: 
0.163 eem N (21,5°, 754 mm). 
so EisolteUs Ber. C 71,67 IT 10,00 N 5.57 
Gef. ,, 71,73 ~ ei . 618. 
U.V.-Absorptionsspektrum: Maximum bei 280 mu, ¢ = 1840 
Minimum bei 254 mu, 6 = 295. 


Gelegentlich erhaltene, etwas niedriger bei 165-—169° 
Teile scheinen kaum weniger rein zu sein, z. B.: 


schmelzende 


5,069 mg Subst.: 13,360 mg CO,, 4,560 mg HO. 3,136 me Subst.: 
0,161 eem N (21° 746 min). 


Gef. C 71,88 HE 10,06 N 5:80. 
Das freie Nor-a-tokopherol wird dureh Verseifung des Nor 
«-tokopherylallophanates mit 5°, iger methanolisecher Kalilauge im Stickstot?- 


strom als sechwach gelbes O1 erhalten. Es zeigt alle qualitativen chemischen 
Reaktionen des natiirlichen «-Tokopherols. 


1,603 ing Subst.: 18,555 mg CO,, 4,740 mg H,O. 


CosttaaUs Ber. C 80,71 Hf 11,61 
et, ,, 80,30 Ae, 
U.V.-Absorptionsspektrum: Maximum bei 294 mu, ¢ = 3300. 


Di-p-brombenzoeester des Nor-ae-tokopherylhydrochinons, 
100 mg Nor-«-tokopherol werden in alkoholischer Lésung mit Ferrichlorid zum 
Nor-«-tokopherylehinon oxydiert. Dieses wird dann in iitherischer Lésung 
mit einer Lésung von 0,5 g Natriumhydrosulfit in 2-n-Natronlauge mit 0,8 g 


p-Brombenzoylehtorid, das portionsweise zugegeben wird, etwa 1 Stunde 
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geschiittelt. Aus dem Atherteil erhiilt man nach dem Waschen mit Natron- 
lauge und Wasser den Di-p-brombenzoesiiureester des Nor-a-tokopheryl- 
hydrochinons in Form krystalliner, kugeliger Gebilde yom Sehmelzp. 105°, 
umkrystallisiert aus Methanol. 


4,071 mg Subst.: 1,940 mg AgBbr. 


U,,H,,Br.0, ser. Br 19,96 


Ger. , 20,28. 


VI. Iso-«-tokopherol. Die Darstellung des Iso-c-tokopherols, wie sie 
friiher beschrieben worden ist, aus 2,36 g 3, 4, 6-Trimethyl-2-methoxy-5-oxy- 
benzylaceton I] (0,01 Mol) mit 10,4 ¢ Cetylehlorid und 1,8 & Cetylbromid, 
erzielte Ausbeuten von 1,5—1,8 g Iso-e-tokopherylallophanat. Das Cetyl- 
ehlorid kann ebensogut allein verwendet werden, mit 11,7 g¢ Cetylchlorid 
(0,045 Mol) erhielten wir in cinem sonst gleichartig durehgefiihrten Ansatz 
1,8 g Iso-a-tokopherylallophanat. Mit der entsprechenden Menge Cetyl- 
bromid (13,7 g = 0,045 Mol) sind die Ausbeuten an Allophanat jedoch 
niedriger und betrugen in einem Beispiel nur 1,2 g. Bei Verwendung 
geringerer Mengen des Cetylhalogenids, z. B. 9,2 g Cetylbromid (0,03 Mol) 
sinken die Ausbeuten stark ab, hier 0,5 g Allophanat. Vorteilhaft ist die 
Verwendung von Ferrichlorid an Stelle des Silberacetats zur oxydativen 
Atherspaltung; so erhielten wir aus 2,36 Trimethyl-methoxy-oxy-benzylaceton 
und 11,7 ¢ Cetylehlorid 2,0 g Iso-a-tokopherylallophanat. Ein Versuch, der 
genau der oben fiir die Darstellung des Nor-a-tokopherols gegebenen Vor- 
schrift entsprechend durchgefiihrt wurde, ergab 2,2 g Iso-e-tokopherylallo- 
phanat aus 2,75 g ‘Trimethyl-methoxy-acetoxy-benzylaceton (0,01 Mol) und 
5,2 g¢ Cetylehlorid (0,02 Mol). Da das erhaltene Produkt auch sofort sebr 
rein ist, empfiehlt sich die Verwendung dieser Methode wohl am meisten 
zur Darstellung von Seitenkettenhomologen des a-Tokopherols. Bei Ver- 
wendung von 6,1 g Cetylbromid an Stelle des Cetylehlorids in einem weiteren 
Versuch betrug die Ausbeute 1,8 g¢ Iso-e-tokopherylallophanat. Die Grignard- 
umsetzung des 3, 4, 6-Trimethyl-2, 5-di-acetoxy-benzylacetons mit 21, Mol 
Cetylbromid haben wir nur in sehr kleinem MaBstabe durehgefiihrt; um- 
gerechnet aut die oben miteinander verglichenen Mengen von 0,01 Mol 
wiirde sich eine Ausbeute von rund 1 g Iso-«-tokopherylallophanat ergeben. 

Bei der Durchfiihrung der Synthese des Iso-a-tokopherols aus Trimethy]- 
methoxy-acetoxy-aceton und Cetylhalogeniden eriibrigt sich im allgemeinen 
die Reinigung des Endproduktes mit Hilfe des Allophansiiureesters, da das 
Iso-«-tokopherol selbst gutes Krystallisationsvermégen besitzt. Das nach 
der Durchfiithrung der Ringschlubreaktion erhaltene Rohprodukt kann direkt 
dureh Filtration dureh eine Siiule von Aluminiumoxyd in reines Iso-a-toko- 
pherol und aliphatische Nebenprodukte getrennt werden. Nach dem 
Durehwaschen mit Benzin: Benzol (1:1) verbleibt das Iso-a-tokopherol im 
unteren ‘Teil der Siiule; es wird mit peroxydfreiem Ather: Alkohol (1: 1) 
eluiert und aus Methanol umkrystallisiert. Das direkt nach dem Eluieren 
erhaltene Produkt pflegt schon bei 58 60° zu sehmelzen (nach dem Um- 
krystallisieren Sehmelzp. 65°) und brauchbare Analysen zu geben. 


1. (7 mg Subst.: 14,395 mg CO,, 5,010 mg H,O. 


Co9H..0¢ Ber. © 80,87 Ht 11,70 


Gef. ,, 80,50 » 11,49. 
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Die Eigensehaften des reinen Iso-a-tokopherols sind bereits  frither 
beschrieben worden '), 

Zur weiteren Charakterisierung eignet sich aueh hier der Di-p-brom- 
benzoesiiureester des Iso-a-tokopheryl-hydrochinons. Man erhiilt diesen 
durch Oxydation des [so-a-tokopherols mit Ferrichlorid) in’ alkoholischer 
Léosung und anschliebender reduzierender Veresterung mit p-Brombenzoyl- 
ehlorid. Weibe, krystalline, kugelige Gebilde yom Sehmelzp. 102°. 


9,100 mg Subst.: 11,905 mg CO,, 3,280 mg H,O. 9,695 ing Subst. : 
2.560 me Agbr. 
C,,H,.Br.0 Ber. C 63,39 H 71% Br 19,62 
(re t. H3.6¢ ‘ Z\ ’ 
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r Kin neues krystallinisches Serumglobulin 
Von 
Carl G. Holmberg und Anders Grinwall 


Mit 4 Figuren im Text und auf Tafel I 


(Aus dem Laboratorium der Medizinischen Klinik Lut 
und dem Physikalisch-chemischen Institut Upsala 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Januar 1942) 


Im Sommer 1941 wurde im Laboratorium der medizinischen 
Klinik in Lund eine Blutprobe beobachtet, in der das Gerinnsel 
mit einer weiben, feinkérnigen Fiillung bedeckt war. Diese Fiil- 
lung, die sich als mikrokrystallinisch erwies und positive Eiweib- 
reaktionen gab, wurde von uns einer niiheren Untersuchung 
unterworfen. Unsere Untersuchung ist noch nicht abgeschlossen, 
die bisher gewonnenen Resultate diirften jedoch eine 1. Mitteilung 
motivieren, 

Kurze klinische Daten 

Die Patientin, die 40jiihrige Frau eines Schwerarbeiters, hat drei ge- 
sunde Kinder. Im Jahre 1938 litt sie an einer akuten Gelenkkrankheit mit 
Fieber, die etwa 1 Monat andauerte. Zur Zeit der ersten Probeentnahme 
(im Sommer 1941) war sie in der rheumatischen Abteilung der Pensions- 
verwaltung an der medizinischen Klinik in Lund autgenommen. Diagnose: 
Chronische, rheumatische Infektarthritis + Spondylarthritis ancylopoetica. 

Auber den Gelenkveriinderungen, die fiir diese Krankheiten ziemlich 
typisch zu sein scheinen, hat die klinische Untersuchung folgendes von 
Interesse ergeben: 

Leberfunktionsproben (Galaktosebelastung, Hippursiiureausscheidung, 
Citronensiiure und Phosphatasen im Serum, Takatas Probe) fielen normal aus. 

Nierenfunktionsproben (Urea clearance, Konzentrationsprobe und quan- 
titatives Sediment) zeigten normale Verhiiltnisse. Harn eiweibfrei. Typischer 
Blutstatus vom 7. 7. 1941: Iliimoglobin 78°, Erythrozyten 4,0 Millionen, 
Leukozyten 5100, Thrombozyten 206,000, Differentialrechnung: Neutrophile 
60°), Eosinophile 7°,, Basophile 29°/,, Lymphozyten 29°/,, Monozyten 4°... 

Blutgruppe 0. Blutgerinnung und Retraktion des Koagulums normal. 

Keine Zusammenballung der Erythrozyten in Hayems Losung. 

Die fraktionierte Fiillung des Serumeiweibes ergab: 4,3° Albumin, 
35° Globulin, 0,6°, Fibrinogen. Hierzu kommt die krystallinische Sub- 


) 


stanz, die 13°, betriigt. 
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Senkungsreaktion nach Westergren 60-—-70 mm Stunde, 
Serologische Reaktionen: Wassermann-Reaktion  stets schwach 
positiv. Die Fiillungsreaktionen waren atypisch. Da es keinen Anhalts- 
punkt fiir Syphilis gab, wurden diese Reaktionen fiir aspezifisch gehalten. 
Da friiher beschriebene Fiille mit spontan krystallisierendem Serum- 
protein an Myelom litten, wurde die Patientin ciner cingehenden Roéntgen- 
untersuchung des Skelettes unterworfen, deren Resultat jedoch negativ aus- 
fiel. Eine Untersuchung des Sternalpunktates wies desgleichen ein normales 
Bild auf. Der Calciumspiegel im Blut war aber sehr hoch (15—-17 mg?®’,). 


Untersuchung der krystallinischen Substanz 


Die Bedingungen fiir die Krystallisation. Wird eine 
Blutprobe in einem geschlossenen Rodhrchen aufbewahrt, tritt 
wenigstens wihrend der ersten 24 Stunden keine Fallung auf. 
LiBt man die Blutprobe offen stehen, bildet sich nach und nach 
eine krystallinische Fiillung. Wird das Serum von den Blut- 
kérperchen getrennt, tritt die Krystallisation so gut wie augen- 
blicklich auf. Auch in Oxalat-, Citrat- und Heparinplasma, das 
von den Blutkérperchen getrennt wird, setzt die Krystallisation 
so gut wie unmittelbar ein und zwar sowohl bei 4° wie bei 37°. 
Bei Zimmertemperatur ist sie innerhalb einiger Stunden beendigt. 
Die Fiallung betriigt ungefiihr 1,3 ¢ pro 100 ccm Plasma. 


Aussehen und Krystallform. Mikroskopisch besteht die 
Substanz aus kleinen, ziemlich wohl entwickelten Krystallen. 
Professor A. Hadding hat diese krystallographisch untersucht 
und fiuBert sich hieriiber folgendermaben: Optisch isotrope, regu- 
lire Krystalle in Kubusform, Kantenauflésung stark, Brechungs- 
index 1,63 + 0,02 (Fig. 1). 


Loéslichkeitsverhiltnisse. Wegen Mangel an Material 
haben wir die Léslichkeitskurve noch nicht vollstiindig bestimmen 
kénnen. Vorliutig teilen wir folgende Daten mit: Die Substanz 
ist praktisch unléslich (0,2°/,,) in physiologischer Natriumchlorid- 
léisung. Bei zunehmender Wasserstoffionenkonzentration beginnt 
die Léslichkeit zwischen p,, 6 und 5,5 zu steigen. Bei p,, 5,5 gehen 
2°/), in Lésung. Bei noch hoherer Wasserstothionenkonzentration 
ist die Liéslichkeit stark. In alkalischem Milieu ist die Liéslich- 
keit geringer, bei p,, 10,7 gehen nur 0,3° 


oo In Lésung. Wird 


eine saure Liésung vorsichtig neutralisiert, fiallt die Substanz 
amorph aus. Dialysiert man aber eine solche Liésung gegen physio- 
logische Natriumchloridlésung, bekommt man eine krystallinische 
Fillung. 
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Physikalisch-chemische Eigenschaften 


Ultraviolettspektrum. Das Ultraviolettspektrum der Sub- 
stanz stimmt in seiner Form mit dem von Smith®) fir Pseudo- 
globulin angegebenen iiberein. Die Quote E max/E min. wurde 
zu 3,1 bestimmt; Smiths Normalwert ist 3.0. 


Sedimentation in der Ultrazentrifuge. Eine Unter- 
suchung von Dr. K.O. Pedersen am_ physikalisch-chemischen 
Institut in Upsala zeigte eine vollkommen homogene Sedimen- 
tation bei den untersuchten Wasserstoffionenkonzentrationen und 
eine Sedimentationskonstante (s,,) in Acetatpuffer bei p, 3,7 und 
4.5 von 6,4 x 107! bzw. 6.8 x 107}% Die Werte gehiéren der 
GréBenordnung an, die fiir die Serumglobuline allgemein gefunden 
wird. Wegen der geringen Léslichkeit der Substanz war es nicht 
moéglich, Bestimmungen niher dem Neutralpunkt und bei alkali- 
scher Reaktion auszutfiihren. 


Elektrophoretische Wanderung. Die Untersuchungen 
der elektrophoretischen Wanderung sind mit der Apparatur von 
Tiselius®) ausgefiihrt worden. Sie umfassen teils Bestimmungen 
der Wanderungsgeschwindigkeit bei variierendem p,, und teils die 
Aufnahme des Elektrophoresediagrammes der Mutterlauge nach 
beendigter Krystallisation. 

Die Wanderung ist einheitlich bei simtlichen untersuchten 
Py Werten (4,46, 5,06, 5,52, 10,70). Fig. 2 zeigt das mit der 
Diagonalschlierenmethode aufgenommene Diagramm zu Beginn 
und am SchluB des Versuches bei p,, 5,52. In Fig. 3 sind die 
verschiedenen Werte der Wanderungsgeschwindigkeit wieder- 
gegeben. Auch sind hier die Werte von Stenhagen’”) und Kek- 
wick’) fiir das bei p,, 5 am schnellsten wandernde Globulin, das 
y-Globulin zusammengestellt. 

Wie aus Fig. 3 hervorgeht findet Kekwick fiir die Wan- 
derungsgeschwindigkeit des y-Globulins einen hodheren Wert als 
Stenhagen. Kekwick studiert jedoch eine isolierte Fraktion, 
wihrend Stenhagen seine Daten Versuchen mit Totalserum ent- 
nimmt, was wabhrscheinlich die Abweichungen in den Unter- 
suchungsresultaten der beiden Verfasser erkliirt. Unsere Werte 
sind also eher mit den Werten Kekwicks vergleichbar. Die 
W anderungsgeschwindigkeit unserer Substanz ist indessen deutlich 
héher als die von Kekwick fiir 7-Globulin angegebene. Die 
Wanderungsgeschwindigkeit unserer Substanz stimmt also nicht 
mit irgendeiner der normal vorkommenden Serumglobuline iiberein. 
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Kekwick hat aber in einem Falle von Myelom ein patho- 
logisches aber nicht krystallisierendes Globulin (Priip. 1V) isoliert, 
das bei p,, 5 eine schnellere Wanderung als das y-Globulin zeigt. 
Wie aus Fig. 3 hervorgeht ist die Wanderungsgeschwindigkeit von 
Kekwicks ,,Priip. 1V“ in den untersuchten p,,-Gebieten tatsiich- 
lich von derselben GréBenordnung wie die von uns gefundene. 
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Fig. 3 pH a 


Die Konzentrationen der verschiedenen Serumeiweiffraktionen 
der Serummutterlauge wurden aus einem Elektrophoresediagramm 
(Fig. 4) zu folgenden Werten berechnet: Albumin 57,3°/,, @-Glo- 
bulin 9,7°/,, 9-Globulin 15,3°/, und 7-Globulin 17,7°/, der totalen 
Kiweibmenge. Dies besagt eine ziemlich starke Vermehrung des 
y-Globulins im Vergleich zum Normalen. Bei Fraktionierung der 
Mutterlauge mit Natriumsulfat fanden wir 55,2°/, der totalen 
Kiweibmenge als Albumin. 

Verschiedene chemische Untersuchungen. Wie schon 
gesagt, gibt die Substanz positive EiweiBreaktionen. Die Biuret- 
probe, die Nanthoproteinreaktion und Adamkiewicz-Hopkins 
Reaktion waren positiv. Molischs Reaktion war stark positiv. 
Saure Liésungen wurden von Sulfosalizylsiiure, Metaphosphorsiiure. 
Trichloressigsiiure, halbgesiittigtem Ammonsulfat und Alkohol 
gefiillt. 

Die Substanz erhilt etwa 0,2° 


‘oo Zink, also allzu wenig, um 


mehr als eine Verunreinigung zu sein. Das verfiigbare Material 
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reichte nicht fiir Klementaranalyse und quantitative Aminosiiure- 
analysen. Wir hoffen die Untersuchung bald in dieser Hinsicht 
vervollstiindigen zu kénnen. 

Serologische Eigenschaften. Wie aus der Kranken- 
geschichte hervorgeht, hat das Serum der Patientin seit 1939 
elnen positiven, wenn auch atypischen Ausfall der gewéhnlichen 
serologischen Luesreaktionen gezeigt. Diese Reaktionen sind in 
irgendeiner Weise an die krystallisierende Substanz gebunden. 
Wird diese vollstiindig entfernt, fallen siimtliche Reaktionen an 
der Serummutterlauge negativ aus. Kine Lésung der in physio- 
logischer Natriumchloridlésung gewaschenen Krystalle gibt dagegen 
eine positive Wassermann-Reaktion. 

Um die Bindung dieser serologischen Reaktion an die kry- 
stallisierende Substanz niiher zu studieren, haben wir folgenden 
Versuch ausgefiihrt: 

Kin Klektrophoreseversuch wurde bei p,, 


5,5 ausgefiihrt und 
so weit getrieben, daB die Oberzelle an der Kathodenseite ganz 
mit der Substanz gefiillt war. Danach wurden die Grenztliichen 
zur Ausgangslage zuriickkompensiert. Der Inhalt der Ober-, Unter- 
und Bodenzelle wurde jedes fiir sich aufgehoben und gegen phy- 
siologische Natriumchloridlésung dialysiert. 

Ks erwies sich, dab auch nach Elektrophorese die 
Wassermann-Reaktion an die krystallisierende Sub- 
stanz gebunden ist. 


Diskussion 


Die allgemeinen Eigenschaften der beschriebenen Substanz 
charakterisieren sie als Eiweibstoff. Die Sedimentationskonstante, 
die Ultraviolettabsorption, die Lislichkeitseigenschaften und ge- 
wisse andere Eigenschaften charakterisieren sie als ein Globulin. 
(Juantitative Variationen dieser Kigenschaften zeigen jedoch, dab 
sie nicht zu den normalen Serumglobulinen zu rechnen ist. 

Soweit uns bekannt, sind im Schrifttum nur 2 Falle mit 
spontan aus dem Serum auskrystallisierenden KiweiBsubstanzen 
beschrieben. Beide sind aus der medizinischen Klinik in Hel- 
singfors von bBonsdorff, Groth und Packalén*) und von 
Packalén‘) veréffentlicht. In beiden Fillen litten die Patienten 
an klinisch bestiitigtem Myelom. In Packaléns Fall handelte 
es sich um einen Eiweibstoif von niedrigem Molekiilgewicht, der 
auch aus dem Harn auskrystallisierte. Mit gréBter Wahrschein- 
lichkeit handelte es sich um Bence-Jones’ Protein und 








904 Carl G. Holmberg und Anders Grénwall, 


dieser Fall ist also in diesem Zusammenhang von geringem 
Interesse. 

Der Fall von Bonsdorff, Groth und Packalén hat dagegen 
viele Berithrungspunkte mit unserem. Eine Gegeniiberstellung der 
Kigenschaften der beiden Substanzen scheint deshalb berechtigt. 

Die Bedingungen fiir die Krystallisation sind verschieden. 
Bonsdorft und Mitarbeiter finden eine ausgepriigte Temperatur- 
abhiingigkeit der Krystallisationsgeschwindigkeit. Wird das Serum 
im Eisschrank aufgehoben, bilden sich zuerst 2 Schichten, und 
nach ungefiihr 24 Stunden beginnt die Krystallisation in der 
unteren Schicht. Bei Zimmertemperatur wird keine Nchichtung 
beobachtet und die Krystallisation beginnt erst nach 10—14 Tagen. 

Diese Nchichtbildung ist in Fallen von Myelom auch von 
Bing!) und von Wintrobe und Buell!) beobachtet worden. 
Bing findet in einem Falle nach Abkiihlen des Serums einige 
im Ultramikroskop sichtbare Krystalle, die er als Eiweibkrystalle 
auffaBt. 

Wir finden eine fast momentane, von der Temperatur un- 
abhiingige Krystallisation und haben keine Schichtbildung  be- 
obachtet. 

Bonsdorft und Mitarbeiter tinden rhombisch-hemimorphe 
Krystalle, wir dagegen regulire Krystalle in Kubusform. 

Die Léslichkeit scheint in alkalischem Milieu fiir unsere 
Substanz geringer zu sein als fir Bonsdorffs. 

Die Sedimentationskonstanten dagegen sind praktisch iden- 
tisch. Leider ist die von Bonsdorff und Mitarbeitern beschrie- 
bene Substanz nicht elektrophoretisch untersucht worden. Sie 
wurde dagegen von Packalén°) einer serologischen Analyse 
unterworfen. Er findet dabei einen distinkten Untersehied zwi- 
schen dieser und den normalen SerumeiweiBkérpern. Es ist uns 
noch nicht médglich gewesen, unsere Substanz in analoger Weise 
zu untersuchen. 

Unsere Patientin zeigt keine klinischen Zeichen fiir Myelom. 
Hiermit ist aber nicht gesagt, dab ein Myelom nicht dennoch 
vorhanden sein kann. 

In beiden Fiillen ist die Wassermann-Reaktion positiv. 
Im Gegensatz zu unserem Falle scheint die Reaktion in Bons- 
dorffs Fall durch eine erworbene Lues bedingt zu sein. 

Als Resultat dieser Gegeniiberstellung diirfte hervorgehen, 
daB es sich trotz gewisser Ubereinstimmungen in den Kigen- 
schaften wahrscheinlich um verschiedene Substanzen handelt. 


) 
} 
i 
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Kin von Kekwick isoliertes, pathologisches Globulin zeigt 
zwar eine Wanderungsgeschwindigkeit von derselben GriBen- 
ordnung, wie das von uns untersuchte, es ist aber bei physio- 
logischer Wasserstoffionenkonzentration léslich. 


Zusammenfassung 
Ks wird eine pathologische EiweiBsubstanz beschrieben, die 
spontan aus menschlichem Serum und Plasma auskrystallisiert. 
und deren Lésungen eine positive Wassermann-Reaktion geben. 
Sie diirfte nicht mit irgendeinem friiher beschriebenen Serum 
eiweibkérper identisch sein. 


Wir danken Professor A. Tiselius fiir wertvolle Aussprachen 
und fiir die Liebenswiirdigkeit, seine Apparatur fiir unsere Unter- 
suchungen zur Verfiigung zu stellen, Professor A. Hadding fiir die 
krystallographische Analyse, Dr. K. O. Pedersen fiir die Bestim- 
mungen der Sedimentationskonstanten und fil. mag. H. Svensson 
fiir wertvolle Hilfe bei der Ausfiihrung der Elektrophoresever- 
suche. Fiir klinische Untersuchungen und Entnahme der Blut- 
proben danken wir Dr. Toivo Stenstam und Dr. G. H. Wer- 
denfels. 
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Uber eine neue Darstellung von Oxypyrromethenen 
durch alkalische Kondensation von Oxypyrrolen 
mit Pyrrol-e-aldehyden, sowie iiber weitere Versuche 
zur Synthese von acetylsubstituierten Gallenfarbstoffen 
und tiber Tripyrrene 


Hans Plieninger und Heinrich Lichtenwald 
Org J | ni Hoct le XN 
(Der sehnriitieitung Zugeganger im 1~ | hbruar 1942 


Wie schon kiirzlich vorliutig mitgeteilt?}, konnte die Dar- 
stellung von Oxypyrromethenen durch Kondensation von «-freien 
¢-Oxypyrrolen mit Pyrrol-g¢-aldehyden im alkalischen Medium ganz 
wesentlich vereimfacht werden, Durch Oxydation von 3-Methyl- 
t-thylpyrrol (Opsopyrrol) mit Perhydrel konnten H. Fischer 
und H. Reinecke’) ein Gemisch der beiden isomeren Oxypyrrole 


H.C es H.C, CH 
J I] 

HO IH HON JH 
NH NI 


erhalten. Durch Kondensation mit dem Aldehyd der Opsosiiure 
in alkalischem Medium wurde in hervorragender Ausbeute von 


S0°), ein Gemisch der Neo- und Isoneoxanthosiiure erhalten. 
HC C,H, H,C PS H.C, CH Hoe “PS 

| a i | 
HO : C a ae II { Nie H 

N i NU N fs NH 


Durch Umkrystallisation des Esters*) konnte aus dem Gemisch 
der Ester der Isoneoxanthosiiure vom Schmelzp, 201° in reiner 
Horm isoliert werden. Das Oxymethen stimmte in allen Eigen- 
schaften mit dem auf anderem Wege‘*) gewonnenen iiberein. So 


') 34. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstotfe; 35. Mitteilung, 
Diese Z. 273, 118 (1942). 

*) Diese Z. 270, 229 (1941). 3) Diese Z. 259, 86 (1939). 

') W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 164 (1933). 
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liBt es sich mit Formaldehyd—Salzsiiure zum Bilirubinoid konden- 
sieren, zeigt griine Ehrlichsche Reaktion und die gleichen 
Lislichkeits- und Krystallisationseigenschaften wie Isoneoxantho- 
saureester. 

Ebenso lieB sich in guter Ausbeute die Oxyopsosiiure mit 
dem Aldehyd der Opsosiiure zur Koproneoxanthosiiure der Formu- 
lierung (LV) alkalisch kondensieren. 

HC PS H.C PS 
IV 
HO C I] 

N HH NH 

Auch mit acetylsubstituierten Aldehyden gelingt die Reaktion. 
So wurde die Oxyopsosiiure mit dem 2,4-Dimethy]l-3-acetyl-5-formyl- 
pyrrol zu dem Methen der folgenden Formulierung kondensiert: 

HC PS HC cen, 
() : C } 
i Na ee II, 

Als weiteres Beispiel sei die Reaktion des Oxyopsopyrrol- 
gemisches (1 und IT) mit der 4-Methyl-3-bromvinyl-2-formylpyrrol- 
d-carbonsiiure genannt, die auch in quantitativer Ausbeute erfolgt. 
Man kommt hier zu den Kérpern (VI) 


CHBr CHBr 
| | 
H,C-—<C,H, CH CH, H.C, CH, CH-—,CH, 
| VI | | | 
A > x a X | ‘ | Y 
HO \. ‘ ig COOH HOw. Ms ad COOH 
Nt NH N Ni 


bei denen erstmalig eine Bromvinylgruppe in den Oxymethen- 
Verband eingefiihrt ist, mit Essigsiureanhydrid + Ameisensiiure 
konnte eine Probe auch zum entsprechenden Glaukobilin konden- 
siert werden. 

Durch Oxydation des $-Methylpyrrols, dessen Darstellung in 
neuester Zeit erheblich verbessert wurde}), gelang es, ein Oxy- 
3-methylpyrrol darzustellen. Ob ihm Formel (VII) zukommt oder 
das Isomere (VIII) angenommen werden mu, kann noch nicht 
mit Sicherheit entschieden werden. 

i+, 5,c,—B 
| Vill | 
‘H HOW “HI 
NU Nil 


'! H. Lichtenwald, Diese Z. 273, 118 (1942). 
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suche Alii (jSlaukobilin und auco ah daessen kisensalz m1t Essig- 


iureanhydrid und Phosphortribromid fiihrten weder in der Hitze 
noch in der Wilte zu irgendeiner Verschiebung des Jod—Zink- 
Spektrums. Der Eintritt einer Acetylgruppe miiBte hier eine 

iche Verschiebung der Bande im Rot bewirken. Die negativen 
Versuche stehen in Ubereinstimmung mit denen yon H. Fischer 
und G. fries?) bei denen sich auch freie 9-Stellungen in jeder 
Bevziehung als inaktiv erwiesen. 

Au weiteren Acetylierungsversuchen wurden auch noch die 
Oxymethene NI) und (NII) dargestellt. 


angveben, dab die Stelluny der Methvl 


") Diese Schreibweise  s 


yruppe micht festlegt. 
') Diese Z. 231, 240 (1935 
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CH, CH. 
(= H.C. —-—-PS i" H,C,——--C,H 
} } j | 
HOW J C CH, HOW C L. _JCH, 
N H NU N I NU 
NI XU 


Bei beiden Oxymethenen verliefen die Versuche unter den 
verschiedensten Bedingungen negativ; es wurde entweder das 
Ausgangsmaterial zuriickerhalten, oder es trat véllige Zerstérung 
der Substanz ein. 

In diesem Zusammenhang unternommene Versuche, das 3-Me- 
tLyl-4-acetylpyrrol durch Oxydation mit Perhydrol in Pyridin in 
das 2-Oxy-3-methyl-4-acetylpyrrol iiberzufiihren, scheiterten trotz 
vielfacher Variationen der Versuchsbedingungen. Um _ weitere 
Oxymethene darzustellen, die bereits eine #-Acetylgruppe ent- 
hielten, wurde das Methyloxypyrro] umgesetzt mit 2,4-Dimethyl- 
5-formyl-3-acetylpyrrol bzw. 3-Methyl-2-formyl-4-acetylpyrrol zu 
den Methenen (NXNIIJ) und (XIV. 


CH, By. CH, up 
(_—" ie... oop 2 io — 0 -on, 
Ha r Cc SUCH, HOW J Cc QOH 
N I Ni N IH Nu 
XII XIV 


Beide Oxymethene wurden der Reduktion mit Aluminiun- 
isopropylat bzw. konzentriertem alkoholischem Kali unterzogen. 
Die Acetylgruppe wurde jedoch in keinem Fall angegriffen. Ebenso 
konnte bemerkenswerterweise aus beiden Methenen kein Bili- 
rubinoid dargestellt werden. Ein Versuch zur Einfiihrung des 
formylrestes in die freie «-Stellung bei Methen (XIV) lieferte 
quantitativ das Ausgangsmaterial zuriick. 

Mit Benzoldiazoniumchlorid konnte aus dem Oxymethen (XIV) 
ein Azofarbstotf erhalten werden, dessen halogenwasserstofisaures 
Salz nur in stark saurer Liésung bestiindig ist; die freie Base ist 
auch in Methanol sehr leicht liéslich und krystallisiert schlecht. 
Zur Analyse wurde das gut krystallisierte Nupfersalz(XV) gebracht. 

ss Hc ——.c—cH, 

AV | 
ce 
N~ 


Kin &hnliches Verhalten wie die beiden Oxymethene (XIII) 
und (XIV) zeigt auch das Kondensationsprodukt von Oxyopso- 
973 14 
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siiure mit 3-Methyl-2-formyl-4-acetylpyrrol (XVa); auch Mer war 
das Oxymethen wegen der Acetylgruppe reaktionsunfithig und als 
einziges Derivat wurde das Kupfersalz( X VT) des Azofarbstotis (XV a) 


erhalten. 
() () 
HI, PS HA CCH, H,F PS ILC -C=-CH 
HO ( a OF a ( a -N=N-C,H 
N I NU N it N 
XVa Cum —=*FXV'?: 


Das aus diesem Azotarbstoff erhiiltliche Oxyaminomethen(XV 11 
ist insofern bemerkenswert. als es im Gegensatz zu den bereits be- 
kannten Vertretern dieser Kirperklasse keine Pentdyopentreaktion 
zeigt und dureh Schwerldslichkeit, tieferen Farbton und grobe 
Bestiindigkeit ausgezeichnet ist, was zweifellos auch wieder dem 
stabilisierenden EinfluB der Acetylgruppe zuzuschreiben ist. 


0 
HC PS HC on. 
XVII 
HO C SN, 
N H Nu 

Wie H. Fischer und H. Reinecke?!) zeigten, kiénnen durch 
Kondensation von Oxymethenen yom Typ der Neoxanthosiiure mit 
Pyrrol-g-aldehyden dreikernige Pyrrolderivate, die sogenannten 
Tripyrrene erhalten werden. Diese zeigen in Methylalkohol mit 
Zinkacetat ein charakteristisches Spektrum und intensive Rot- 
tfluorescenz. Die Farbstoffe der roten Stufe der Gmelinschen 
Reaktion, die sogenannten Purpurine, zeigen dasselbe Verhalten, 
und aus dieser Ahnlichkeit ergaben sich Zusammenhiinge zwischen 
den Tripyrrenen und den Bilirubinoiden. Da die Zinksalze der 
von H. Fischer und H. Reinecke dargestellten Tripyrrene, so- 
weit sie keine Vinylgruppen tragen, genau mit dem Spektrum der 
Jod—Zinkbande des Mesobilirubins tibereinstimmen, schien es nicht 
unwahrscheinlich, daB bei der Gmelinschen Reaktion eine Ab- 
sprengung eines Kerns unter Tripyrrenbildung erfolgt. Die Syn- 
these von Dioxytripyrrenen durch H. Fischer und H. Reinecke 
zeigte jedoch, dab- diese Anschauung unrichtig ist. AuBerdem 
konnten auf synthetischem Wege Dimethoxyglaukobiline*) (Pur- 
purine) erzeugt werden, die fiir die violette Stufe der Gmelin- 
schen Reaktion verantwortlich sind. Eine Feststellung. die von 


1) Diese Z. 2X, S4 (1939). 
I. Fischer au. He Reineeke, Diese Z%. 265. 9 (1940), 








Uber eine neve Darstellung vou Oxyvpyrromethenen usw. 911 


W. Siedel und E. Grams!) bestiitigt werden konnte, und dahin 
erweitert, dab den Purpurinen ein 'Tripyrrengeriist als Chromophor 
zugrunde liegt. 

Nachdem von H. Fischer und H. Reinecke vor allem ge- 
bromte T'ripyrrene dargestellt waren, sollten neuerdings Farbstofte 
dieser Art mit verschiedenen «-stiindigen Substituenten syntheti- 
siert werden. Als Oxymethenkomponente diente unter anderem 
der Neoxanthosiiuremethylester*). Er wurde zuerst mit dem 3-Me- 
thyl-4-iithyl-5-formylpyrrol in Methylalkohol mit wenig Brom- 
wasserstotisiiure kondensiert. Hierbei erwics sich die Reaktion in 
der Kiilte als besonders schonend. Nach etwa 2 Stunden ist die 
Kondensation beendet und man erhilt nach der iiblichen Aut- 
arbeitung%) das q@-freie Tripyrren (XVID) in schén_ krystalli- 
sierter Form. 

H,C CH, H,C——=PSCH, H,C,-—-CH, 
XVII | | | 
HO C . P C he JH 
N H N i NH 


Die Reaktion des Neoxanthosiiureesters mit 3-Methyl-4-iithyl- 
5-formyl-2-carbonsiurepyrrol fiihrt zu einem Tripyrren folgender 
Formulierung (XIN), wobei es merkwiirdig ist, daB hierbei trotz 
der Gegenwart von Methylalkohol und Bromwasserstoft keine Ver- 
esterung der «-stiindigen Carboxylgruppe eintritt. 


HC CU. H.C PSCH, +—— CH, 
| | | | 
HO. C a C COOH 
N H N H NH 
XIX XX 
Bei (XIX) + = C\H,: bei (XX) + = CH = CHBr. 


Kondensiert man mit 3-Methyl-4-bromvinyl-5-formyl-2-carbon- 
siiurepyrrol, so erhiilt man den Kérper (XX). 

Diese Tripyrrene mit c¢-stiindiger Carboxylgruppe zeigen zwei 
auffiillige Erscheinungen: Erstens ist das Auftreten eines in den 
meisten organischen Lisungsmitteln schwer léslichen Calciumsalzes 
interessant, das die Darstellung dieser ‘Tripyrrene auch ohne 
Chromatographie in reinem Zustand erlaubt. Schiittelt man die 
Chloroformlésung eines dieser Farbstoffe mit Kalkwasser oder auch 
Brunnenwasser (Miinchen), so tritt schmutzigviolette Firbung aut. 


') Diese Z. 267, 49 1940). 
*) W. Siedel u. H. Fiseher, Diese Z. 214, 164 (1933). 
Hl. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 259, §4 (1934). 
l4” 








2tZ Hans Plieninger und Heinrich Lichtenwald, 


Nach dem ‘Trockenfiltrieren und Kinengen der Chloroformlésung 
erfolgt, besonders nach Zugabe von Methylalkohol, bald) Kry- 
stallisation. DaB es sich hier nicht wn homplexsalzbildung wie bei 
dem spiiter beschriebenen Zink- (NNIITb) und Kupfersalz (AXTI1c) 
handeln kann, zeigt sich darin, dab nach der Veresterung der 
v-stiindigen Carbonsiiure keine Walksalzbildung mehr eintritt, 
Auberdem kommen hier nach der Analyse 2 Molekiile des Tri- 
pyrrens aut 1 Ca-Atom. 

In Methylalkohol oder Chlorotorm ist das elimal aus- 
krystallisierte Salz nicht mehr loslich. 

In Eisessig lost es sich unter Bildung der freien Siiure mit 
roter Farbe. 

Als Nebenprodukt bilden sich bei der Darstellung der oben 
beschriebenen ‘Tripyrrene stets schén krystallisierte gelbe Kérper, 
die sich bei den Carbonsiiuretripyrrenen besonders leicht isolieren 
lassen. Schiittelt man die Chloroformlésung dieser Tripyrrene 
direkt nach der Darstellung mit Kalkwasser, so HiBt sich das 
Ca-Salz durch seine Schwerléslichkeit leicht rein erhalten: beim 
Kindampfen der Mutterlauge krystallisiert der in Methylalkohol 
sehr schwer léshiche gelbe Begleiter aus. Letzterer gibt Gmelin- 
sche Reaktion und es kann angenommen werden, daB es sich hier 
um ein Bbilirubinoid handelt. das durch WKondensation zweier 
Molekiile Neoxanthosiiureester mit einem Mol Pyrrolaldehyd ent- 
standen ist. 

AuBerdem zeigen diese Tripyrrene, soweit sie eine freie 
Carboxylgruppe tragen, eigenartige Eigenschaften. Nie sind weder 
in Alkah, Soda noch Ammoniak léslich und lassen sich auch aus 
ihrer Chloroformlésung nicht in diese Alkalien hineinschiitteln. 
Betainartige Bindung oder Lactonisierung ist unwahrscheinlich, da 
sie den Verlust eines Molekiils Wasser zur Folge haben miiBte: 
dies kann nach der Analyse nicht der Fall sein. 

Auch die spektralen Erscheinungen weisen auf Nonstitutions- 
inderung hin. Die obigen Carbonsiiuretripyrrene zeigen eine 
Bande des Zinksalzes bei 637 mu, withrend die Ester (XNX1J) 
und (XXII), die mit Diazomethan leicht erhiiltlich sind, bei 616 mu 
absorbieren. Nun sind dic Ester und treien Niiuren durchweg 
spektroskopisch identisch und uur bei Konstitutionsiinderung tritt 
eine Verschiebung ein. Eine Beziehung der Carboxylgruppe zu 
der Iminogruppe in Kern II kénute solch eine spektrale Ver- 
schiebung erkliiren, ebenso miiBte eine verschiedenartige Bindung 
des Zinks teils an der Carboxylgruppe. teils komplex in’ Er- 
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wiigung gezogen werden. Eine Entscheidung wird nach der Dar- 
stellung des Zinksalzes méglich sein. Im iibrigen sollen diese 
Kérper einer genaueren Untersuchung unterzogen werden. 

Dab es sich bei den genannten Estern wirklich um die 
Kérper der obigen Formulierung handelt, geht auch aus der 
direkten Synthese von (NXI) hervor. Kondensiert man niimlich 
3-Methyl-4-iithyl-5-formyl-2-carbmethoxypyrrol mit Neoxantho- 
siiureester, so erhilt man den gleichen Kérper wie durch Ver- 
esterung von (XIX), 


Hoe CU TAR PSCH HC CH. 
SX 
Ho re Cc al c _s /COOCH, 
N i N H NU 
1. CH. He PSCH, HC=CH —CH, 
OS fh ' Br | 
HO. S C COOCIL, 
N I N it NH 


Kigentiimlicherweise zeigen (NIX) und (XN) sowie deren Methyl- 
ester (NXJ) und (XNII) trotz der Anwesenheit einer ungesittigten 
Seitenkette, niimlich der Bromvinylgruppe, bei( XX) jeweils dieselbe 
Lage der Bande des Zinkspektrums. 

H. Fischer und H. Reinecke kondensierten Vinyl-neo- 
xanthobilirubinsiiureester mit 5-Br-4-methyl-3-iithyl-2-formylpyrro] 
und konnten feststellen, da® sich bei dem hierdurch entstandenen 
Tripyrren die Lage der Zinkbande gegeniiber dem 'Tripyrren mit 
Athylgruppe statt der Vinylgruppe wesentlich verschoben hatte. 
Dies Verhalten ist analog dem der Bilirubinoide, bei denen das 
Jod—Zinkspektruin von Bilirubin und Mesobilirubin auch stark 
verschoben ist. 

Das Verhalten obigen Tripyrrens mit ungesiittigter Seiten- 
kette kann entweder so gedentet werden, daB die Bromvinyl- 
gruppe keine zusiitzliche Konjugation der Doppelbindungen darstellt, 
oder man mufsi annehmen, daB nur dann ein Eintlu& der un- 
cesiittigten Reste auf das Spektrum gegeben ist. wenn sich diese 
an dem WKkern mit der Oxygruppe betinden. 

Dab hier anf das Spektrum ein Kintlub besteht. an welchem 
Kern die Bromvinylgruppe sitzt, geht auch aus folgendem hervor: 
Das Oxymethen (V1) liBt sich, allerdings in schlechter Ausbeute, 
mit dem 2-Formyl-3-methyl-4-iithyl-pyrrol-5-carbonsiiuremethyl- 
ester zu einem ‘Tripyrren kondensieren, dem folgende Formulierung 
Zugeschrieben werden mub: 
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CHBr 
Kodersd | 
H.C CVI. HC, CHI, H,,C-———-C,H, 
XNIII . l . 
HO e + ~ Pe ( Se OOCH, 
N I N i Nu 


Aufiallenderweise ist das Zinksalzspektrum dieses Farbstotts gegen- 
iiber dem des ‘Tripyrrens (XXII), bei welchem die Bromvinylgruppe 
an einem anderen Kern in der Pyrrolform sitzt, gegen Rot ver- 
schoben. Die Bande des letzteren Farbstoffs liegt ber 627 mu, 
die des obigen Tripyrrens bei 613 mu. 

Versucht man die Veresterung von Koérper (XLX) mit Methyl- 
alkohol—Chlorwasserstoff in der Hitze, so resultiert nicht der ge- 
wiinschte Methylester, sondern ein in seiner Koustitution bisher 
noch nicht aufgekliirter roter Farbstotf, der in seinen Analysen- 
daten, der Léslichkeit und dem Zinkspektrum vollkommen dem 
¢-treien Tripyrren (XVIII) gleicht, jedoch einen 30? tieferen Schmelz- 
punkt zeigt. (NAII1a). 

Die Verseifung von Kérper (XX1) und (XAII) ist mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge und etwas Wasser leicht durchzufiihren, 
wobe1 jedoch auch der Propionsiiureester verseift wird. Das 
Zinkspektrum der verseiften Produkte ist wieder mit dem von 
(XN) identisch. 

Von dem Tripyrren( \ XJ) wurde weiterhin das Zinksalz (XN XIIIb) 
dargestellt, das sich jedoch beim Umkrystallisieren zum Teil wieder 
in seine Komponenten zerlegt und daher keine gutstimmenden 
Analysenwerte letert. Sicher ist allerdings, daB hier ein Zink 
aufein Tripyrren kommt. Beim Lésen tritt intensive Rottluoreszenz 
aut mit charakteristischem Spektrum. Auch das Kupfersalz 
(ANIILe), das vom gleichen Tripyrren gewonnen wurde, zeigt 
ein definiertes Spektrum mit einer Absorptionsbande im Rot 
bei 628 mu. 

Durch Zink—Eisessig-Reduktion gelang es, Kérper (XNI) zu 
einem gelben Farbstoff zu reduzieren. dem folgende Konstitution 
(XXIV) zukommen muB. 

HC CLH, H.C PSCH H,C, CH, 
XXIV 
HO Pa & Shi ll C ~ COOCH, 
N i NH H, NI 


Der Korper krystallisiert in gelben Nadeln, die ziemlich 
schwer in Methylalkohol léslich sind, und dehydriert riickwiirts 
wieder sehr leicht zum Ausgangstripyrren, dessen charakteristische 
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Bande auch bei der Jod—Zinkreaktion auftritt. Der Anordnuneg 
seiner Doppelbindungen nach entspricht er dem Dihydromeso- 
bilirubin in der Gallenfarbstoffreihe. Mit Diazoniumchloridlisung 
wird er zu eiem Azofarbstoff aufgespalten, dessen Debye- 
Scherrer-Diagramm mit dem aus Neoxanthosiiureester dar- 
gestellten identisch ist. Die Spaltung tritt hier wie auch beim 
Bilirubin an der labileren Methylenbriicke auf. DaB es sich 
nicht um den isomeren Koérper der folgenden Konstitutionsformel 
handeln kann, wurde durch die Synthese des letzteren bewiesen. 
Hc Cott H.C PSCH H.C, CHI 

AV 

HON VU © ee, C —— COOCH, 
NU H, NU i N 

Durch Kondensation von Neobilirubinsiiureester mit 5-Formyl- 
4-iithyl-3-methyl-2-carbmethoxypyrrol konute ein gelber Farbstott 
erhalten werden, der in Methylalkohol, Chloroform und Ather spielend 
loslich ist und aus Petroliither in prachtvollen Nidelchen krystallisiert 
werden konnte. Mit Zink—Methylalkohol tritt Griintluoreszenz auf 
mit charakteristischem Urobilinspektrum. Mit Kupferacetatlésung 
entsteht die fiir Urobilin typische Rotviolettfiirbung, jedoch ohne 
Jande im Rot. Diein allen Kigenschaften deutliche Urobilinstruktur 
dieses Koérpers ist auch nach seiner Konstitution durchaus ver- 
stiindlich und reiht sich zwanglos in das Schema der bisherigen 
Gallenfarbstoffe. Koérper (AXIV) kann als ein pyrrolsubstituiertes 
Oxymethen angeschen werden, wiihrend (XNV) die urobilinoiden 
Kigenschatten der normalen substituierten Methene zeigt. 

Durch die Darstellung dieser neuen Farbstofie ist eine 
schirfere Nomenklatur nétig geworden. Die normalen Tripyrrene 
mit durchkonjugierten Doppelbindungen z. B. Kérper (XXIJ) wiirde 
die Bezeichnung 1’-Oxy-6’-carbmethoxy-1,3,6-trimethyl-2, 5-diithyl- 
tripyrryl-(2’q, 4°3)-dien-4-propionsiiuremethylester erhalten. Dem 
durch Zink—Eisessig daraus erhaltenen Farbstoff kommt demnach 
die Bezeichnung 1’-Oxy-6’-carbmethoxy-1,3,6-trimethyl-2,5-diithyl- 
tripyrryl-(2’¢)-en-4-propionsiiuremethylester zu. Der urobilinoide 
Korper ist demnach ein 1’-Oxy-6'-carbmethoxy-1,3,6-trimethyl- 
2.5-diithyl-iripyrryl- 3-5')-en-4-propionsiiuremethylester. 

SchheBlich soll noch ein acetylsubstituiertes Tripyrren be- 
schrieben werden, das eine freie @-Stellung besitzt. Durch Kon- 
densation von Neoxanthosiiureester mit 3-Methyl-2-formyl-4-acetyl- 
pyrrol wurde der Farbstoff der folgenden Formulierung in schén 
krystallisiertem Zustand erhalten: 
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Hc C,H, HC PSCH, HAC COCH, 


NP C Mis? C tie OH 
N iH N Hi NU 


Die freie v-Ntellung ist hier wie auch beim K6érper (NVI volhg 
inaktiy. 

Bemerkenswert ist, daB bei der Darstellung ein schwer lés- 
liches bromwasserstoffsaures Salz ausfillt (XNVID). 


Versuche 


Darstellung des Gemisches der Neo- und Isoneoxanthosaure 
durch Kondensation des Oxyopsopyrrolgemisches (I und II) mit 
3-Methyl-2-formylpyrro}-4-propionsaure (II1). Molare Mengen des Oxy 
pyrrolgemisches und des Aldehyds werden in 4 n-Natronlauge unter Zusatz 
von etwas Methylalkohol gelést nnd 1 Stunde auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt. Nach dem Abkithlen wird mit verdiinnter Salzsiiure angesiivert und 
der fein krystalline Niedersehlag abfiltriert und = getrocknet. Sehlieblich 
wird mit destillierter Diazomethanlésung verestert und in Methylalkohol zur 
Krystallisation gebracht. Das Produkt hat cinen Schmelzpunkt von 145°. 

Durch 6 maliges Uimkrystallisieren in Methylalkohl stieg der Schmelz 
punkt auf 200° an. Ehrlichsche Reaktion ist positiv griin. Die Konden 
sation mit Pvrrolaldehyvd in Methylalkohol-Brouiwasserstotf fithrt za Tri 
pyrrenen. 

Koproneoxanthosaure |iV). Molare Mengen von Oxyopsosiiure und 
Opsosiiurealdehyd werden, wie oben beschrieben, kondensiert. Nach dem 
Ansiiuern, Abfiltrieren und Trocknen kann die Koproneoxanthosiiure mit 
Chloroform extrahiert werden. Sie ist mit dem auf anderem Wege dar 
gestelltem Oxymethen im Schmelzpunkt und in’ Loslichkeitseigenschatten 
identisch und zeigt im Mischschmelzpunkt keine Depression. 


5-Oxy-4,3'.5'- trimethyl. 4’- acetyl -pyrromethen -3-propionsaure 
methylester \V). Molare Mengen der Oxvopsosiiure und des 2,4-Diinethy] 
3-acetyl-5-formylpyrrols werden, wie oben beschrieben, alkalisch kondensiert. 
Nach der Veresterung mit Diazomethan erhilt nian das Oxvimethen in pracht 
vollen gelben Plittchen vom Sehmelzpunkt 218°. 


3.858 mg Subst. (O° iV. getr: 9,252 mg CO,, 2147 mg HO. 
$224 ing Subst.: 0,251 cem N, (28°) 721 mm). 3.447 ng Subst: O498 com 
n DO-KSCN, 

CHLN.O, (330,16 Ser, © 65,42 H G07 N SAY OCH, S.3u 
Get... 65.60 , Ces ~ Se . 8,97 . 


Gemisch von 5-Oxy -4,4’-dimethyl-3-athyl-3’- bromvinyl-pyrro 
methen-5’-carbonsaure mit 5-Oxy-3,4’-dimethyl-4-athyl-3’- bromvinyl- 
pyrromethen-5’-carbonsaure (VI). Molare Mengen des Oxypyrrolgemisches 
werden mit der J-Methyl-3-bromvinyl-2-formy]-pyrrol-5-carbonsiiure wie oben 


heschrieben kondensiert. Man erhiilt das Oxymethen in feinen  verfilzten 


Nadeln: ab 250° Dunkelfirbung. Bis 500° kein Schmelzpuukt. 
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1,932 mig Subst. (bei 70° i. V. getry: S461 mg CO,, 1,852 ng HO. 
3,283 mg Subst.: O.227 cem Ny, (23°. 720mm), 1.724 me Subst.: 1,250 cem 
n 100-AgNO,. 

C,olf,,O,N,Br (365,21) Ber. © 52,40 I] 4.68 N 7,67 Br 21,90 


‘ 
Gef. ., 50,92 » 4,0¢ 1» 6,09 4 SE 


2-Oxy-(3 bzw. 4)-methyl-pyrrol (VII bzw. VII). 20mg ¢-Methylpyrrol 
werden in 50¢cem Pyridin gelést und init 20 ccm Perhydrel versetzt. Nach 
JStunde wird auf 6O-—70" erwiinnt und im Laufe yon 5—-6 Stunden 
weitere 20 cem Perhydrol portionsweise zugegeben.  Lésungsmittel und 
Wasser werden im Vakuun entfernt: bei etwa 145° (12 inmm) geht das 
Reaktiousprodukt iiber, das schnell erstarrt. Im Vakutin sublimiert: hygro 
skopische Blittchen. Sehmelzp. 84°. 


3,425 mg Subst.: 7.690 mg CO,. 2.142 ng HO. 2.866 ing Subst.: 
0.30] eem N, (23°, 714 mm). 
CLHLON (97,06) Ber. © 61,85 H 7,27 N 14,45 
Gef. ,, 61,27 ae Ll, », 14,02. 


5-Oxy-(3 bzw. 4)-3’- methyl - pyrromethen-4 -propionsauremethyl- 
ester (IX). Molare Mengen des Oxy-methylpyrrols und des Opsosiiurealdehyds 
werden, wie oben beschrieben, alkaliseh kondensiert. Nach dem Ansiiuern, 
Abfiltrieren, Trocknen und Verestern erhiilt nan das Oxymethen in pracht 
vollen gelben Nadeln vom Schmelzp. 183°. 


1643 me Subst. (bei 70° i. V. getr.): 11,302 ng CO,, 2,785 mg H,O. 


eee NG Subst.: O29 com Ny (20°, 728 um. 1193 ing Subst.: 0.73 cem 

n OU-KSEN, 

C,;H,,0,N. (274,29) Ber. © 65,66 He 6,6] N 10,20 0 OCH, 11,30 
Get, ,, 66,39 » Bia i te * 10,80, 


1’,8’- Dioxy -(1 bzw. 2) -3,6-(7 bzw. 8)-tetramethyl-bilitrien-4, 5-di- 
propionsauremethylester (X). S00 ng obigen Oxymethens (IX) werden in 
SQ cem Methvlalkohol aufgeschliimimt, mit 3 ¢em konzentrierter Formalin- 
losung versetzt. und wenige Minuten Chlorwasserstoff eingeleitet. [is tritt 
tiefe Orangefiirbung ant. Nun wird iit Chloroform verdiinnt. mit Wasser 
auseeschiittelt und eingeengt. SchlieBlich wird das Chloroform in der Siede- 
hitze durch Methvlalkohol verdriingt. Ohne lsolierung des Bilirubinoids wird 
init einigen Kubikzentimetern methylalkoholisecher Losung von Eisen-III- 
chlorid versetzt. Es tritt sehneller Farbumsehlag nach Blaugriin ein und das 
Ferrobilin des entstandenen Glaukobilins krystallisiert schon in der Siede- 
hitze in feinen Nadeln aus. Ausbeute etwa 400 meg. 

300 mg des Ferrobilins werden in Chloroform gelést und zur Enteise 
nung kriiftig mit verdiinnter Natronlauge ausgeschiittelt. Das Glaukobilin 
wird aus Methvlalkokol zur Krystallisation gebracht. Schmelzp. 210°. 

3,828 mg Subst. (bei 70° i. V. getry: 9,358 ng CO,, 1,953 mg H,0. 
3,213 mg Subst.: 0,292 cem Ny (20°, 730 mm). 1191 me Subst.: 0.74 cein 
n 50-KSCN. 

C,H,,N,O, (558,58) Ber. € 66,66 T6138)  N 1003 OCH, 11,1 
Get... 66.67 » 9,68 ~ MOT? » 2085. 
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5 - Oxy -3’- (3 bzw. 4)- 5’- trimethyl - pyrromethen - 4’- propionsaure 
methylester (XI). 70 mg Oxy-methylpyrrol und 1.45 ¢ 2, 4-Dimethyl- 
\-formyl-pyrrol-3-propionsiiure werden in 25 cem 507 ,igem Alkohol und 3 ¢g 
Atznatron 2 Stunden bei 70° kondensiert, 2 Stunden bei gew6hnlicher Tem 
peratur stehen gelassen und dann mit verdiinnter Essigsiiure unter Kithlung 
vefillt. Nach 12 stiindigem Stehen saugt man ab und wiischt mit Wasser 
aus. Ausbeute 2.7 @ (55°, d.Tho. Umkrystallisiert aus Pyridin-Methanol: 
zur Analyse mit Methanol extrahiert gelbgriine Prismen yom Zersetzunes 
punkt 278". 


1,262 me Subst.: 2,578 mg HO, 10,184 mg CO.,. 103 ine Subst.: 
(,294 eem N, (23°, 722 mm). 
Ce tonOuine. (oLoco) Ber. © 65.66 oP 62 Nw 10,2] 
Gef. ., 69,16 ves ORE Mee (Lee 


5-Oxy-3’- (3 bzw. 4)-5-trimethyl-4 athylpyrromethen (NIl). 0 Aqui 

molare Mengen von Oxy-3-methylpyrrol und Kryptopyrrolaldehyd werden 

wie oben angegeben alkalisch kondensiert. Aus Methanol dunkelgelbe 
>) 


Prismen vom Schinelzp. 223°. Zur Analyse bei SO° in Vakutun getrocknet. 


4) “or 


3,725, 4,261 mg Subst.: 10.029, 11,329 me CO,. 2.710, 2.996 me HO. 
1518 me Subst.: O44) cem Ny, (26°. 714 om), 
C,,H,.ON,. (230,14) Ber. © 
(ret. 


,O0 II 7,89 N. 22:17 


3,40, (2,01 (,09, 6,34 ll.to. 


14 


5-Oxy-3' (3 bzw. 4)-5’-trimethyl-4’-acetyl-pyrromethen (XIII). 0.17 ¢ 
Methyloxypyrrol und 1,65 ¢ 2.4-Dimethyl5-formyl-3-acetylpyrrol werden in 
einer LOsung yon 3¢ Atznatron in 25 cem 50° (igem Alkohol 2 Stunden am 
siedenden Wasserbad) erwiirmt, iit) 25 ecm Wasser versetzt und nach 
12 Stunden das ausgetallene Oxymethen abgesaugt und aus Pyridin-Methanol 
wnkrystallisiert. Zur Analyse mit Aceton extrahiert und bei SO° im Vakuum 
getrocknet. Derbe gelbe Prismen, Schmelzp. 307°. 


3,000 mg Subst.: SSdS img COL, 2.110 me HL. 3.412 mg Subst.: 
0,382 cem Ny, (24°, 717 mm). 


©, §,,0,M, (244,13) Ber. © 68,82 H 61 N 11,43 
Gef. 68,05 » 6,74 L131. 


5-Oxy-3'(3 bzw. 4)-dimethyl-4’-acetyl-pyrromethen (NIV). S70 me 
Oxy-methylpyrrol und 1,47 g 3-Methyl-2-formyl-4-acetylpyrrol werden in 
25 eem 50° pigem Sprit mit 3 g¢ festem Atznatron 2 Stunden aim siedenden 
Wasserbad erwiirmt. Man Hibt noch weitere 2 Stunden stehen und verdiinnt 
dann mit 50 cem Wasser. Nach 12 Stunden wird angesiiuert und abfiltriert. 
Zur Analyse iit Methanol extrahiert. gelbe Nadeln vom Sehmelzp. 260 —262: 
bei SO° im Vakuum getrocknet. 


3,918 mg Subst.: 9,675 mg CO,, 2,210 mg H,0. 412 me Subst.: 
0,353 eem Ny, (25°, 714 mm). 
C,,H,,O.N, (230.1) Ber. © 67,80 H613  N 12,13 
Gef. ,,. 67,35 Oo 5) eee 2 


5-Oxy-3’- (3 bzw. 4)-dimethyl. 4’ acetyl-pyrromethen-5’-azobenzol 
kupfersalz. Das Oxymethen wird in Chloroform und Methanol gelést und 








1d 
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mit Benzoldiazoniunchloridlésung versetzt. Nach 2 stiindigem Stehen wird 
mit Wasser gut ausgewaschen, eingeengt und das Chloroform zuletzt im 
Vakuum entfernt. Die freie Base des Azofarbstotfes, die schlecht krystalli- 
siert, wird in heibem Eisessig aufgenommen und mit einer heiBen Lésung 
von Kupferacetat in Eisessig versetzt. Man erwiirmt noch 10 Minuten auf 
dem Wasserbad, gieBt in Chloroform, wascht mit Wasser gut aus, engt die 
Lisung ein und verdriingt das Chloroform durch Methanol. Violette Nadeln, 
die bis 300° nicht schmelzen. Zur Analyse bei SO” im Vakuum getrocknet. 


1217 mg Subst.: $8,822 mg CO,, 1.805 mg HLO. 3,648 mg Subst.: 

Q.431 cem N, (24 ¢]4 am). 
C,H, ,O,N Cu (395,4 Ber. C 57,63 He 4,00 N 14.15 9 Cu 16,05 
(ret. 7 06 iid) 12,76 15,54 


1.86 g¢ Oxyopsosiiure und 1,67 g 3-Methyl-2-formyl-4-acetylpyrrol werden in 
wiiBrigem Alkohol mit Atznatron kondensiert und mit verdiinnter Essigsiiure 
unter Kithlung das Reaktionsprodukt ausgefiillt. Ausbeute 2,58 g (80°), d.Th.). 
Aus Pyridin-Methanol unkrystallisiert; zur Analyse mehrmals mit Aceton 
extrahiert, gelbe Nadeln vom Schmelzp. 263°; bei SO° im Vakuum getrocknet. 


1097 ing Subst.: 9.694 ng CO,. 2,328 mg H,0O. 2.191 mg Subst.: 
0,187 cem Ny, (22°, 728 anm). 
Cy¢eFs0,N, (902,14) Ber. © 53,55 Ht 6,01 N 9,27 
(ref, 54,53 6.34 » 9,46. 


5-Oxy - 3’-4- dimethyl - 4’- acetyl - pyrromethen - 3 - propionsaure - 
methylester -5’-azobenzol-kupfersalz (XVI). Das Oxyinethen wird in 
Chloroform-Methanol gelést und mit Benzoldiazoniunehloridlésung versetzt. 
Nach einigem Stehen wird die Chloroformlésung mit Wasser ausgewaschen 
und mit Diazomethan verestert. Das iiberschiissige Diazomethan wird mit 
verdiinnter Salzsiiure zerstért, die Chloroformlésung gut ausgewaschen und 
eingeengt, das restliche Chloroform im Vakuum entfernt. Der Riickstand 
wird in heibem Eisessig gelést und mit einer Kupferacetatlésung versetzt, 
worauf nach kurzem Stehen das Kupfersalz auskrystallisiert. Zur Analyse 
mehrmals mit Methanol extrahiert, violette Nadeln, die bis 290° nicht 
s¢himelzen und die sich in Methanol mit rein blauer Farbe lésen. Bei 80” 
im Vakumm getrocknet. 

3.948 me Subst.: S190 me CO,, 1,716 mg HLO. 0.576 mg CuO, 
3.660 mg Subst.: 0,365 ¢em Ny, (25°, 714 mm). 
C,,H,,O,N,Cu S818) Ber. © 57,30 H 4.61  N 11,63 Cu 13,10 

Get... S658 =~ ee » Ete + 2a 


5-Oxy 5’-amino-3’-4-dimethy]l - 4’- acetyl - pyrromethen -3-propion- 
sauremethylester (XVII). Die Lisung des Azofarbstoffs in Eisessig wird 
auf dem Wasserbad dureh portionsweise Zugabe von Zinkstaub so lange 
reduziert, bis die Farbe nicht mehr heller wird. Man filtriert vom iiber- 
schiissigen Zink ab, giebt in Chloroform, wiischt gut aus, engt ein und 
verdriingt das Chloroform durch Methanol. Nach liingerem Stehen wird 
das Reaktionsprodukt abgesaugt und aus Pyridin umkrystallisiert. Braun- 
rote kleine, schiefe Prismen, sechwerldslich in den meisten Lésungsmitteln. 
Zur Analyse bei 80" i. V. getrocknet. Schmelzp. 286°. 
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1,042 mg Subst.: 9,127 mg CO,, 2,301 mg HO. 


3,164 ing Subst.: 
0,366 cem N, (11°, 724 mm). 


C,;H,,0,N, (331,16) Ber. © 61,60 H 6,30 N 10,68 
(ref. 4, GI,5S » 6,91 » 12,08. 


1-Oxy-1,3,6-trimethyl-2,5-diathyl-tripyrryl (2’« 4’ 5) dien-4-pro- 
pionsauremethylester (XVII). 280 me Neoxanthosiiureester werden mit 
187 me 3-Methyl-4-iithyl-5-formylpyrrol in Methylalkohol aufgeschlimmt und 
in der Kiilte mit etwa 5 cem 48° iger Bromwasserstoffsiiure kondensiert. 
Es wird nach etwa 2—3 Stunden in Chloroform gegossen und mit Wasser 
und Soda gewaschen. Nach dem Einengen des Chloroforms wird an 
\lumininmoxyd (standardisiert nach Brockmann), chromatographiert. Der 
rote Farbstott Hitt sich leicht von gelben und braunen Nebenprodukten 
abtrennen und sechlieBlich aus Methylalkohol krystallisieren. Nach zwei 
maligem Umkrystallisieren wurde zur Analyse aus der Hiilse  extrahiert. 
So erhilt man den Kérper in goldgliinzenden Nadeln vom Schmelzp, 143" 
(Kofler). Er ist relativ gut léslich in Methylalkohol und sehr leieht in 
Chloroform. 


1157 me Subst.: 10,492 mg CO,, 2,764 mg HO. 1001 mg Subst.: 
0,352 cem N, (17°, 120 mm). 4,698 me Subst.: 0,532 cem n 50-KSCN, 
C,H, NO, (421,51) Ber. C 41,25 If 7,41 N 9,96 OCH, 7,35 
Ge. . CWS 4 Wis 4 OM 1,03. 


Bei Zugabe von Zinkacetat in Methvlalkohol tritt Rotthluorescenz und 
charakteristisches Spektrum auf: 
fl. 613 me; TL. 556 mu. 


Reihenfolve der Intensitiiten: I, IL. 


1’-Oxy 6’-carboxy-1, 3, 6-trimethyl-2, 5-diathyl-tripyrryl -(2’ «-4' 9; 
dien-4-propionsauremethylester (XIX). 280 mg Neoxanthosiiureester wer- 
den mit 182 mg 2-Carboxy-3-inethyl-4-dithylo-formylpyrrol in Methylalkohol 
in der Kiilte kondensiert. Nach '. Stunde ist die Reaktion beendet, und 
es wird mit Chloroform stark verdiinnt. Nach Ausschiitteln mit Wasser 
und Soda wird mit verdiinntem Kalkwasser oder Mimchner Brunnenwasser 
ceschiittelt, wobei Violettfiirbung auftritt. Nach dem Trockenfiltrieren und 
Kinengen des Chloroforms scheidet sich das Calciumsalz bei Zugabe yon 
Methvlalkohol schon aus viel Lésungsinittel in feinen violetten Nadeln ab. 
Nach kurzem Stehen wird abgesaugt und durch Waschen mit Chloroform 
von dem gelben Nebenprodukt abgetrennt. Das Ca-Salz wird jetzt in Eis 
essig zersetzt, in Chloroform gegeben, mit destilliertem 
neutralen Reaktion gewaschen (reine Sodalésung kann auch angewandt 
werden) und trockenfiltriert. Nach dem Einengen des Chloroforms und 
Verdriingen durch Methylalkohol krystallisiert das ‘Tripyrren in’ schénen 
Nadeln aus. Leicht léslich in Chloroform, 
Schmelzp. 208-214" (Kofler). 


Wasser his Zur 


schwerer in’ Methylalkohol. 


1.503 mg Subst.: LOYSS mg CO,, 2,949 mg H,O. 


1,425 mg Subst.: 
O.36Ll cem N, (19°, 72] mm). 


1.936 meg Subst.: 0,510 cem n 50-KSCN. 
CygHs,N,0, (465,52) Ber. C 67,06 H 6,7] N 9,02. OCH, 6,66 


(ref... 66.50 . 6.00 ~ 905 Ns 6.41. 





Uber eine neue Darstellung yon Oxypyrromethenen usw. 921 


Mit Zinkacetat und Methylalkohol Rotfluoreseenz mit Spektrum: 


I. 637 mu: IL. 587 mu. 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, IT. 


l’- Oxy-6’- carboxy-1, 3, §-trimethyl-?-athyl-5-bromvinyl-tripyrryl- 
2’ «-4 3)-dien-4-propionsauremethylester (XX). 290 mg Neoxanthosiiure- 
ester werden analog dem letzten Versuch mit 261 mg 2-Carboxy-3-methyl 
{-bromvinyl 5-formvlpyrrol kondensiert. Uber das schwerléshche Ca-Nalz 
erhalt man den Korper in schon krystallisiertein Zustand. Kein definierter 
Schmelzpunkt. Leicht l6slich in Chloroform; schwerer in Methylaikohol. 

1185 mg Subst: 8,666 mg CO,, 2,047 mg H,O. 1411 mg Subst.: 


(294 cem N, (21°, 719 mm 1149 me Subst.: 0,337 eem n ) KSCN. 


C,.H,N,0.Br. (542,43) 


Ber. © 57,56 H 6.20 N 7,74 OCH, 5,71 Br. 14,73 
Gef. ,, 56.47 » DA’ “a tne » 9,04 » 14,07. 


Mit Zinkacetat und Methylalkohol RotHuorescenz und Spektrum wie 
beim letzten Versuch. 


Ca-Salz des 1’- Oxy-6-carboxy-1, 3, 6-trimethyl-?,5-diathy! -tri- 
pyrryl-’’.-4 -)-dien-4-propionsauremethylesters (XIX). Das Ca-Salz 
wird, wie oben beschrieben, dargestellt, in Eisessig g@elést und noechmals mit 
Kalkwasser geschittelt. Nach dem Waschen mit destilliertem Wasser wird 
durch cin Harttilter fltriert und zur Krystallisation gebracht. Unloslich in 


Chloroform, Methylalkohol, Pyridin. Kein Schmelzpunkt. 
1.203 mg Subst.: 9,951 mg CO,, 2,422 mg H,O. - {S21 mg Subst.: 
0,392 eem N, (22°, 713 mm). 1,076 me Subst.: O66 cem mn 50-KSCN, 
a GF gO, 02 (969,20) Ber. © 64.40 H 6,24 N 8,6? 
ef. .. 64.57 <a> O44 Os 


Ca-Salz des 1’ Oxy-6’-carboxy-1, 3, 6-trimethy]-2-atl y -5-trom- 
viny:-tripyrryl -(2’«@-4 3)-dien-4-propionsauremethylesters (XX). Das 
Cua-Salz wird, wie im letzten Versueh beschrieben, rein dargestellt. Hier 
tritt durch die Sehwerldslichkeit stets die Schwierigkeit auf, dab vor dem 
noein grober Teil des Ca-Salzes sich schon aus dem Chloroform 


.3l me Subst.: 7,990 mg CO,, 1,698 mg TT,O. 3,596 mg Subst.: 


).2a6-eem No (22°, ¢26 mm). £953 me Subst.: O20 e¢em pn o0-KSCN. 


C.,1..N,O,,Ca 046,10) 


Ber. C 55,80 Hi 4,80 N 7,47 OCH, 5,50 Br. 14,20 
Gef. ,, 55,44 , 4,83 OY , 5,26 , 13,90 


l’-Oxy- 6’-carbmethoxy- 1, 3, 6-trimethyl-2, 5-diathyl-tripyriyl 


, 
2'a-4 7)-dien-4-propionsauremethylester (XXL. 290 mg Neoxanthosiiure 
T len, wie oben besehrieben, mit 105 me 2-Carbmethoxy-3- methyl 


ester wer , 
{ ‘ithy| forty Ips rrol kondensiert. Nach der tiblichen Aufarbeitune erhilt 
nan in guter Ausbeute nach dem Chromatographieren das ‘Tripyrren in 
verwachsenen feinsten Nadeln. Durch Veresterung yon Kérper (XNILD) mit 
| rat zum reiehen Pr ind kann sich hier die 


7 
. ‘ , ‘ ) ebay oat ] 
Phazoinethan Kom,it nan Zum g& mnen Proadukf, Ubi 








20D Hans Plieninger und Heinrich Liehtenwald, 


Chromatographie wegen der Reinigung iiher des sehwer lésliche Ca-Sal: 
ersparen, Schmelzp. 166--165° (nNotler). 
£299 me Subst.: LQOST me CO,, 2,608 me To. 1425 me Subst.: 
0,352 eem N, (20°, 71¢ mm). 149 me Subst.: 0753 cem n o0-KSCN, 
C.,Hg,N,0;, (479,54) Ber. C 67,61 mths «NS | 66H, 12,98 


Gef. ,, 67,80 3 O69 Otel . Lo0 


Mit Zinkacetat in Methylalkohol Rotthuorescenz mit Spektrum: 


iy OL Bes Mt. De 


Reihentolge der Intensitiiten: I, U1. 


l’- Oxy - 6’-carbmethoxy - 1, 3,6-trimethyl-2-athy! 5-bromviny} 
tripyiry!-.2 «, 4 7)-dien-4-propionsauremethylester (NNID. Das ca 
methoxvirerte ‘Tripyrren wurde 1 roten Nadeln durch Veresterun 
oY iit })j romethan durcestel ie 

£042 ing Subst.: S658 meg CO,, Ll4ding HO. 3.392 me Subst.: 
(0.245 cem N, (24°, (09 mm). 10904 me Subst.: OSt cem nm DO-KSEN, 

2 647 me Subst.: O.480 cem n 100-AgNO 
C,.-H.,N.0,Br (556,44 

Ber. © 58,27 H 5,43 N 7 OUR. LED Br 14,37 

Gef, ,, 58,62 »y Dyed 7,84 ) ae 14,40) 

Mit Zinkacetat in Methvlalkohol tritt Rotthiorese¢enz auf mit charak 


teristischem Spektrum: 
Oia: Gort. 
Reihentolee der Intensitiiten: L. I. 


y 


1-Oxy-1 bzw. 2)-5,4-trimethy!-4-bromvinyi (1 bzw. 2)-6 diathyl 
tripyrryl-(2’«, 4 7)-dien -6’-carbonsauremethylester (XNII}). Molure 
Mengen der 5-Oxy-(3 baw. 4)-4’-dimethyl-(4 baw. 3)-jithyl-3’-bromyinyl-pyrro 
methen-5’-carbonsiiure werden mit dem 2 lormyl o-methyvl-4 ‘ith ylps rro] 
j-carbonsiiuremethylester ', Stunde in Methylalkohol unter Zusatz vo 
iS’ iger Bromwasserstottsiiure zum Sieden erhitzt. Hierbei tritt Violettfiirbung 
~auf. Nun wird in Chlorotorm filtriert, mit Wasser ausgeschiittelt, eingeengi 
and chromatographiert. Schheblich kann der Parbstot® aus Methvlalkohol 


zur Krvstallisation gebracht werden. Ausbeute etwa 10 a> wennit Izp. 185 
3.972 me Subst.: (bei 60° i. V. getr.): SSd40 me COL, 2598S ime PLO. 
00 me Subst.: O.274 com N, (24°, 714 mm). 1407 me Subst.: O90 cen 


AgNO 
C,.HL.N,O,Br (408,30) Ber. C 60.21) HE5,66 N 843) Br 16,05 


(ret, 39 60,70 99 heen p- 98 (98 °9 1(,23.. 


Umsetzung des 1-Oxy-6’-carboxy-1,3,6-trimethy1- 2, 5-diathyl 
tripyrryl-(2’«, 4 9)-dien-4- propionsauremethylesters mit Methyl 
alkohol-Chlorwasserstoff (XNUIf:). 2300 me dieses Tripyrrens werden in 
Methylalkohol Chlorwasserstot® (etwa 50° ig) am RiiekthiB zum Sieden 


erhitzt. Nach ', Stunde wird wie tiblich aufeearbeitet. Nach dem Chro 





iInatographieren erhéilt man rote, in Methyvlalkohol out loshehe Plittehen vom 


Schmelzp. 115 





Uber cine newe Darstellung yon Oxypyrromethenen usw. 99S 


3046 Lrige Subst.: 9.154 meg 2 0 ae 2.407 mss Ho. 4 122 mo 
0,220 ecem N, (2) 


ato 


9 12 Subst.: 
«OF mm), 3,030 mg Subst.: Q285 cem n50-KSCN, 


(ref, 70.40 


ss 


ser. (a-frei) C 71.25 He 7,41 N 9,96 OCH, 7,35 
7.59 oe ee yS4 
Mit ZAinkacetat in Methvlalkohol Rotiluorescenz mit charakteristisehen 
Spektrum: 
l. 613 mua: II. 556 miu, 


7inksilz des 1’-Oxy-6’- carbmethoxy-1,3,6-trimethyl-2.5-diathyl 
tripyrryl-(2’«, 4 4)-dien-4-prepionsauremethylesters (XXIII b). Da 


Pripvrreh Wird im Methvla kohol hil /AlnKneetatiosun Ve tzt nea tsirk 
nveenetl: (Galnh Wird mit ulfher verdiinnt. Bein Abdaimpten cle : \they 
Methanolgemisehs krystallisiert das Zinksalz in vioeletten) Prismen mi 
kapfernem Oberthichenglanz aus. Kein Schmelzpunkt. Spielend léslieh in 
Chloroform und Me thvlalkohol. Das Salz kann wegen Zersetzune nicht 


ganz rein erhalten werden. 


O02 ine Subst.: 


} ' irs. tia 
“peKtrumi: id. Obo% Oy Pa a 


Kupfersa'z des 1’ Oxy -8’-carbmeihoxy-1], 5, 6-trimethyl -2,5- di 


athyl tripyrryl-(2’«, 4’ “)-dien-4-propionsiuremethylesters (XXIII. 

Das ‘Tripvrren wird in Chloreform eelGst, mit Methvlatkohol und methy} . 
alkoholischer Kupferacetatlisung versetzt.  Beim Einengen krvystallisiert 

(tas Kupfersalz in prachtvollen hneen Nad In ctULS, 


1h2Sh me Subst.: 410 me OWS, Zou) me at), 0,695 moa CuO. 
693 mg Subst.: 0.267 cem N, (21 «ilé mm). 
Ooi, NeOeou (541.10 Ber. C 59,92 th Bit N 7,76 Ca 11,74 
1 
i 


(ref, » DY.93 J SUE) 1 Oe 
Spektriun in Methylalkohol: G2S mu. 


1’ Oxy -6'-carbmethoxy -1,3,6 trimethyl! -2,5-diathyl-tripyrryl. 
2’ «-en-4-propionsauremethylester (XXIV). 500 mg des 1 Oxy--earh 
) ) 


methoxy -1,3,6-trimethy]-2.5- difithy -tripyrry]-(2’ «, 4 9) -dien-4-propionsiiure 


methylester werden mit) Zink-Eisessig bis zur vélligen Aufhellune eo 
schiittelt. Dann wird in Chloroform gegossen, mit destill 
| 
i 


ertem Wasser und 
ae ; 
es Zinks init Soda 


Aus Methvlalkehol « rhiilt Wan eelbe Nadeln vom Sehine Izp. 2350 Kotler 


Salzsiiure gesehiittelt, s ‘hheBlich nach der FE tternune il] 


Leicht losheh in Chloroform, sehwer in Methvlalkohol. Selbst die fest 


Substanz dehye 


riert leicht unter Rotfirbune. 


1,066 me Subst.: 10,040 me CO,, 2.603 me H,.O. £360 me Subst.: 


0,344 cem N, (20°, 717 mm). O4A96 me Subst.: O.690 cem n50-KSCN, 
or les NaO; (481.54 Ber. C 67,33 H 7.32 N 8,72 OCH. 12.88 


(ret. . 67.34 .. 4:75 Wee ekg 12.35 











224 Ib Plieninger und H. Lichtenwald, Oxypyrromethene usw. 


1-Oxy-6-carbmethoxy 1.3, 6-trimethyl-%, 5-diathy!-tripyrryl- 
(5’ -)-en-4-propionsauremethylester (XXV). 600 mg Neobilirubinsiiure 
werden in Methylalkohol mit cinem UberschubB von cdestilliertem Diazo- 
methan verestert. Zur Vertreibung des Diazomethans wird etwas cingeengt 
und dann in der Kiilte mit 400 me 2-Carbmethoxy-3-methyl-4-iithyl-5-formyL- 


pyrrol kondensiert. Hierbei tritt Gelbfiirbunge auf. Es wird, wie iiblieh, 
autgearbeitet und zuletzt an Aluminiumoxyd chromatographiert. Mit Chloro- 
form Hibt sieh der Farbstoff leicht abtrennen. Nach dem Verdriingen des 
Chlorotorms durch Methylalkohol wird mit Ather verdiinnt und mit Wasser 
ausveschiittelt. Die iiber Soda getrocknete Atherlésunge wird aut etwa 


Ye¢em emngeenct und tropfenweise Petrolither zucesetzt bis Triibune aut: 


tritt. [és setzt spontan IKwryvstallisition in feinen rel » Nadel youn Sehinelz 
punkt 150" (NRotler) ein. Leieht l6slich in iti! ls skohol C1 loroform und 
Ather. Pars Analyse wurde mit Ather extrahiert und mit Petrolither zur 
Krystallisation gebracht. Ausbeute S00 me. 
1,708 me Subst.: 11.621 me CO., 3,115 me HO. ),.253 me Subst.: 
0,417 cem N, (23°, 715 mim). 1LOYS me Subst.: QS cem n 50-KSECN, 
CoellanNeO. (481,54) Ben “UO Ooo i te N 8,72 OUCH. 12 38 
(ret. . 07,32 (,60 S61 12,87 


Mit Zinkacetat in Methylaikohol tritt Griinthuorescenz und charakte 
ristisches Spektrum auf. 520 mu. 
Mit Kapteracetat tritt Rotfirbung auf mit undeutlicher Absorption 


1-Oxy-1, 3, 5-trimethyl!l-?-athyl-6-acetyl-tripyrren 4-propionsaure- 


meth = le ter | XXV I). 290 me Neo santhobilirubinsdure und 150 mg o-Methyvl 
ethanol und | cem HB 


2-formyl-4-acetylpyrrol werden in 15 cem M r (4S 
unter Riiekflub gekoeht. Das HBr-Salz krystallisiert mach kurzer Zeit be 
reits in der Wiirme aus. Ausbeute tast quantitativ. Die freie Base wird 


aber Chloroform—Methanol erhalten: sie ist) ziemlich l6slich in) Methanol 
und krystallisiert daraus in groben roten Prismen mit metallischem Ober 


Hiichenglanz. Schmelzp. 128° 


Zur Analyse aus Methanol umkrystallisiert und bei S5S° im Vakuum 
evetrocknet. 
1000 mg Subst.: 10,012 me CO,, 2.523 mg HO. 3,492 mg Subst.: 
1286 cem N, (24°, 714 mm). 
OP ee Ba, iSo9,23 Ber. C 68,93 Hh 6OS% N 9,66 
(ret, . 68.26 6.50 . §95. 
Hydrobromid obigen Tripyirens (NXVID. Aus Methanol-HBr 
olette Nadeln, die bis 300 nicht sehmelzen. 
Zur Analyse bet SO’ im Vakuuim getrocknet 
ro li SLLtS ! gamer UV 1 i ae) H tbone Sub 
S « i} No o4 (14 1 
CcckiontoaNadl ] ( Ber ( S, 1-4 De N a2 
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Ein neues krystallinisches Serumglobuline Seite 14 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, dafi alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtriiqliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemifi auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsiitze erméglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kinnen 
infolgedessen schneller zum Druck geiangen. 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 
W. John und H. Pini; E.Klenk und F.Rennkamp; Hans Fischer und Hans 
Plieninger; J. Banga; K. Laki; Werner Keil; H. Appel, H. Bohm, W. Keil und 
G. Schiller; Karl Mayer; Adolf Windaus und Ursula Riemann; Otto Volker; 
F. Menne; Franz Lanyar; W. Kutscher und Helmut Wiist; H. Herken, A. Schmitz 
und R. Merten (3); B. Helferich und Marie Hase; H. von Dobeneck; J. Briickner; 
Hellmuth Mittenzwei; Caspar Tropp und W. Stoye; Ernst Auhagen. 





Fiir die hdufiger genannt. Zeitschriften bitten wir foigende Abkiirzungen zu gebrauchen: 
Diese Z. = Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 


logische Chemie. 
Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 


Arch f. exper. Path. == [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

Ber. chem. Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
selischaft. 

Ber. Physiol. = Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. 


Biochemie. J. 

Bull. Soe. Chim. biol. 
Bull. See. chim. 
Chem. Z. 

C.r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta 

. Amer. Chem. Soe. 
. of Biochem. 

. of Biol. Chem. 

. of Physiol. 

. prakt. Chem. 
Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Ct Cg St Se Se 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

== Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l'Académie des Sciences. 

= Helvetica Chimica Acta. 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of Biochemistry. 

== Journal of Biological Chemistry. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschafiliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

=: Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

= Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 





JENA’ PERFORATOREN 


Apparate fiir die Extraktion 
von Flissigheiten mit nicht 
mischbaren Flissigheiten. 
Durch die cingebauten Glas- 
filterplatten wird cine feine 
gleichmifiige Verteilung des 


Pees leit tiiliitatmeuuctule 
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Ultraviolette Strahlen, ihre Erzeugung, Messung 
und Anwendung in Medizin, Biologie und Tedhnik 


Von Dr. phil. A. E. HERBERT MEYER und Dr. phil. 
ERNST OTTO SEITZ. Mit 217 Abbildungen. XI, 308 S. 
Preis in Halbleinen geb. RM 20.— 


Ein Buch, nach Inhalt und Anlage von gleicher Bedeutung fiir Physiker, 
Biologen, Mediziner und Techniker ; 


Aus dem Geleitwort, das Prof. Dr. B.Rajewsky, Frankfurt, dem Buch gibt: 


»»- » » SO kommt das neue Buch tiber die Physik, Technik und An- 
wendungen der UV-Strahlung zu rechter Zeit, um so mehr, als es die 
erste zusammenfassende Darstellung des gesamten Gebietes 
ist. Es ist sehr zu begriiBen, daB die Autoren sich entschlossen haben, 
das reiche, im Laufe der vieljahrigen Arbeit auf diesem Gebiet von 
ihnnen gesammelte eigene, sowie bisher im wissenschaftlichen und 
technischen Schrifttum zerstreute Material in systematischer Darstellung 
den interessierten Kreisen zuganglich zu machen. Es bestand ein dringen- 
des Bediirfnis nach einem solchen Werke. DaB es von zwei besonders 
erfahrenen Fachvertretern geschrieben wurde, welche die volle Méglich- 
keit hatten, das gesammelte Material und die prinzipiellen Frage- 
stellungen aus eigener praktischer Erfahrung heraus zu redigieren bzw. 
zu erlautern, erhéht den Wert des vorliegenden Buches ganz besonders. 
Esistein umfassendes und zuverlassiges Nachschlagewerk 
entstanden, das als Fiihrer und wertvoller Berater dem 
Neuling und als erfahrener Auskunfterteiler dem Fach- 
mann dienen wird.“ 


WALTER DE GRUYTER & CO., BERLIN W 35 
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